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Riassunto 
 
Il potenziale delle terapie con cellule staminali per il trattamento del 
diabete rappresenta una delle principali linee di ricerca attuali in questo settore. 
In futuro, a sostituire l’insulina esogena, potrebbe essere effettuato il trapianto 
autologo di staminali emopoietiche. Utilizzando una metodica citofluorimetrica  
è stato osservato che pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2 presentano una 
riduzione di circa il 40-50% nel numero di Cellule Progenitrici Endoteliali (EPCs) 
circolanti: questo potrebbe essere causato da un difetto dei processi endogeni di 
riparazione che predispone al danno vascolare o alla sostituzione di beta-cellule. 
La riduzione delle EPCs è più marcata nei pazienti diabetici con complicanze 
vascolari e la loro riduzione si è vista essere parallela alla progressione delle 
complicanze della malattia diabetica. È noto anche che il livello delle cellule 
progenitrici circolanti CD34+ (precursori indifferenziati delle EPCs) è ridotto molto 
precocemente nella storia naturale del diabete di tipo 2.  Una riduzione e 
disfunzione delle EPCs sono state individuate anche in pazienti affetti da diabete 
di tipo 1, in maniera del tutto simile a quanto osservato per il diabete di tipo 2: 
infatti soggetti giovani affetti da diabete di tipo 1, anche in assenza di 
microangiopatia, mostrano già una significativa deplezione di cellule progenitrici 
rispetto ai controlli di pari età e sesso. A questo si associa l’accumulo di cellule 
senescenti, che giocano un ruolo importante sulle cellule staminali. Tale 
accumulo potrebbe esaurire i tessuti dei pools delle cellule staminali, o delle 
cellule progenitrici, e distruggere il loro microambiente, alterandone la 
proliferazione, la differenziazione e la mobilizzazione. La senescenza cellulare è 
regolata dai telomeri, specifiche strutture nucleo-proteiche poste alle estremità 
dei cromosomi eucariotici, che svolgono almeno due funzioni essenziali: 
controbilanciano la replicazione incompleta del DNA terminale e proteggono le 
estremità cromosomiche da eventi di degradazione e fusione (capping), 
permettendo alla cellula di distinguere le porzioni terminali dei cromosomi da siti 
di rottura del DNA. Questi sono mantenuti a una lunghezza costante grazie alla 
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telomerasi, una trascrittasi inversa specializzata che usa la sua componente ad 
RNA come stampo per allungare le eliche ricche in G. 
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Abstract 
The potential role of stem cell therapies for the treatment of diabetes is 
one of the main lines of current research in this area. In the future, to replace 
exogenous insulin, could be carried out with autologous hematopoietic stem 
cells. By a flow cytometric method has been observed that, patients with 
diabetes mellitus type 2, show a reduction of about 40-50% in the number of 
Endothelial Progenitor Cells (EPCs) circulating: this could be caused by a failure of 
endogenous repair processes that predisposes to vascular damage, or 
replacement of beta-cells. The reduction of EPCs is more marked in diabetic 
patients with vascular complications and their reduction was seen to be parallel 
to the progression of complications of diabetes. It is also known that the level of 
circulating CD34+ progenitor cells (undifferentiated precursors of EPCs) is 
reduced very early in the natural history of type 2 diabetes. A reduction and 
dysfunction of EPCs have also been detected in patients with type 1 diabetes, in 
a similar way to that observed for type 2 diabetes: in fact, young patients 
suffering from type 1 diabetes, even in the absence of microangiopathy, already 
show a significant depletion of progenitor cells compared with controls matched 
for age and sex. To this is associated with the accumulation of senescent cells, 
which play an important role in stem cell research. This accumulation may 
deplete the tissues of the pools of stem cells, or progenitor cells, and destroy 
their microenvironment, altering the proliferation, differentiation, and 
mobilization. Cell senescence is regulated by telomere-specific core-protein 
structures at the ends of eukaryotic chromosomes, which carry out at least two 
essential functions: offset the incomplete replication of terminal DNA and 
protect chromosome ends from degradation and fusion events (capping), 
allowing the cell to distinguish the terminal portions of chromosomes from sites 
of DNA breakage. These are kept at a constant length due to telomerase, a 
specialized reverse transcriptase that uses its RNA component                                        
as a template to extend the helices rich in G.
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 CAPITOLO 1 
 Introduzione 
Il diabete mellito è un disordine metabolico a eziologia multipla il quale, 
negli ultimi decenni, ha visto un incremento di persone malate tanto che è 
considerato una tra le malattie croniche e metaboliche più frequenti: 
attualmente si contano più di 300 milioni di casi nel mondo. Tale disordine 
comporta alterazioni del metabolismo glucidico, lipidico e proteico nel paziente e 
a ciò consegue un’alterata secrezione e/o azione dell’insulina, un ormone 
peptidico ipoglicemizzante sintetizzato e secreto dalle β-cellule delle isole di 
Langerhans, facenti parte della componente endocrina del pancreas. Il diabete 
mellito comprende varie forme cliniche e per questo viene definito  una 
sindrome eterogenea,  le cui forme più  frequenti sono il diabete di tipo 1 e il 
diabete di tipo 2. Sebbene tale patologia sia ancora oggi incurabile, numerose 
terapie permettono di gestire la situazione in modo da garantire al paziente, 
quanto più possibile, un normale stile di vita. In questi ultimi anni sta prendendo 
sempre più piede l’ipotesi di poter trattare, in un futuro non molto lontano, 
pazienti affetti da diabete mellito sfruttando quello che è il potenziale delle 
cellule staminali; difatti, attualmente, è una delle principali linee di ricerca in 
questo settore. In futuro, a sostituire l’insulina esogena, potrebbe essere 
effettuato il trapianto autologo di staminali emopoietiche.  
 
1.1 Cenni sul diabete 
Diabete mellito tipo 1. Il diabete mellito di tipo 1 (T1DM), o diabete 
giovanile, si configura come malattia autoimmune caratterizzata dalla distruzione 
progressiva delle cellule β-pancreatiche da parte del sistema immunitario, che 
determina una insulino-deficienza. Questa forma di diabete insorge, 
generalmente, nei primi trenta anni di vita e rappresenta circa il 10% dei casi. Le 
cellule β-pancreatiche sono presenti in strutture complesse presenti nel pancreas 
chiamate Isole di Langerhans, ovvero agglomerati cellulari posti nel parenchima 
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pancreatico ed altamente vascolarizzati, costituiscono l’1-2% della massa 
pancreatica complessiva e hanno funzione endocrina. Secernono, 
principalmente, due ormoni deputati al controllo del tasso glicemico nel sangue: 
insulina e glucagone. L'insulina è un ormone peptidico (formato da due catene : 
alfa di 21 aminoacidi e beta di 30 unite da due ponti disolfuro tra residui di 
cisteina) prodotto dalle β-cellule, le più rappresentative nelle isole pancreatiche 
presenti in una percentuale compresa tra il 60-80%. Svolge numerose funzioni: 
ha azione ipoglicemizzante in quanto facilita il passaggio di glucosio dal sangue 
alle cellule, favorisce l’accumulo di glucosio sottoforma di glicogeno (glicogeno 
sintesi) a livello epatico e inibisce la degradazione di glicogeno a glucosio 
(glicogeno lisi). Facilita il passaggio degli aminoacidi dal sangue alle cellule, ha 
funzione anabolizzante perché stimola la sintesi proteica e inibisce la neo 
glucogenesi (formazione di glucosio a partire da alcuni aminoacidi). Facilita il 
passaggio degli acidi grassi dal sangue alle cellule, stimola la sintesi degli acidi 
grassi a partire da glucosio e aminoacidi in eccesso ed inibisce la lipolisi (ovvero 
l’utilizzazione degli acidi grassi a scopo energetico). Inoltre facilita il passaggio di 
potassio all’interno delle cellule, stimola la proliferazione cellulare, stimola l’uso 
di glucosio per la produzione di energia e stimola la produzione endogena di 
colesterolo. Il glucagone  è anche esso un ormone peptidico secreto però dalle α 
cellule del pancreas, presenti nelle isole in una percentuale compresa tra il 20-
30%. E’ un antagonista dell’insulina e con la sua azione promuove la glicogeno lisi 
a livello epatico (produzione di glucosio a partire da glicogeno), inibisce la 
glicogeno sintesi e stimola la gluconeogenesi (produzione di glucosio a partire da 
alcuni aminoacidi). Non stimola la glicogenolisi muscolare, sensibile all’azione 
dell’adrenalina, ma soltanto quella epatica. Favorisce la sintesi surrenalica di 
catecolamine ed aumenta la forza di contrazione del cuore. Interviene anche nel 
metabolismo lipidico, stimolando la mobilitazione degli acidi grassi dal tessuto 
adiposo, favorendo la loro ossidazione e inibendone la sintesi. Il maggior stimolo 
per l’azione del glucagone è dato dal digiuno, il che provoca una riduzione dei 
livelli di glicemia nel sangue, che scendono sotto la soglia di circa 80 - 100 mg/dl. 
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Nelle isole pancreatiche sono presenti anche altri due tipi cellulari: le cellule δ 
(5% della popolazione cellulare insulare) che producono somatostatina, ormone 
che agisce in loco modulando l’immissione in circolo di glucagone e insulina, e le 
cellule PP (1% della popolazione cellulare insulare) che producono il polipeptide 
pancreatico, il quale viene sintetizzato quando si ingeriscono tipi di cibo nei quali 
prevale la componente proteica è sotto stimolazione vagale. 1,2,3,4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Rappresentazione delle isole pancreatiche. Fonte: immagine riadattata da 
http://www.liquidarea.com/ 
 
 Nel paziente affetto da T1DM si verifica una situazione di eccesso di 
glucosio nel sangue identificata con il nome di iperglicemia. La mancanza o la 
scarsità di insulina, quindi, non consente al corpo di utilizzare gli zuccheri 
introdotti attraverso l’alimentazione che vengono così eliminati con le urine. In 
questa situazione l’organismo è costretto a produrre energia in altri modi, 
principalmente attraverso il metabolismo dei grassi, il che comporta la 
produzione dei cosiddetti corpi chetonici.  I fattori che contribuiscono alla sua 
insorgenza sono genetici (ereditari), fattori immunitari, acquisiti e fattori 
ambientali: tuttavia, nei soggetti geneticamente predisposti a sviluppare la 
malattia devono verificarsi altri eventi, ovvero il verificarsi di fattori immunitari 
e/o fattori ambientali  perché la malattia si sviluppi. 
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Diabete mellito tipo 2. Il diabete mellito di tipo 2 (T2DM) è il disordine 
endocrino - metabolico più diffuso nel mondo e rappresenta quasi il 90% di tutti i 
casi di diabete mellito. E’ caratterizzato da un’alterata sintesi e secrezione 
insulinica, la cui produzione risulta essere inadeguata al fabbisogno 
dell'organismo, e si assiste anche fenomeni di resistenza all’azione dell’ormone 
da parte  dei tessuti periferici corporei. Il risultato, in entrambi i casi,  è il 
conseguente incremento dei livelli di glucosio nel sangue (iperglicemia). Le 
cause alla base dell’insorgenza della malattia vanno generalmente ricercate in 
fattori ereditari ed ambientali. Attraverso studi approfonditi si è evidenziato che 
esiste un fattore di trasmissione ereditario, non ancora ben chiarito, che espone 
alcune popolazioni o addirittura alcune famiglie a tale patologia. All’ereditarietà 
si affiancano aspetti caratteristici della persona quali l’obesità, in cui l’insulina 
viene prodotta ma non in quantità sufficiente. Inoltre, uno stile di vita 
sedentario, lo stress e alcune malattie possono rappresentare dei fattori 
ambientali scatenanti. Anche l’età gioca un ruolo fondamentale: 
l’invecchiamento dell’organismo si riflette sulla funzionalità di tutti gli organi, 
non ultimo il pancreas che, con il passare degli anni, non è più in grado di 
rispondere prontamente alla richiesta di insulina ricevuta. La persona affetta da 
diabete di tipo 2 è quindi generalmente una persona della seconda o terza età, 
con un peso superiore a quello ideale, spesso con parenti di primo grado 
diabetici. 1 
 
2.1 Glucotossicità, ipernefenemia, stress ossidativo e telomeri 
Come detto precedentemente, nel diabete mellito vari fattori 
contribuiscono alla riduzione della funzione, della sopravvivenza e del numero 
delle β-cellule: in particolar modo, tra i fattori acquisiti vi è la glucotossicità, 
dovuta a una prolungata esposizione a elevate concentrazioni di glucosio, e la 
lipotossicità, dovuta ad una eccessiva concentrazione di acidi grassi liberi nel 
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sangue (Free Fatty Acids, FFA)5,6.  In condizioni fisiologiche, gli acidi grassi hanno 
la funzione di potenziare la secrezione insulinica e alcuni autori ritengono che 
questi ultimi siano citotossici solo quando associati ad elevate concentrazioni di 
glucosio.4,5 Infatti, numerosi studi presenti in letteratura hanno dimostrato che, a 
livello delle isole di Langerhans, l’accumulo di FFA nel tempo conduce ad una 
disregolazione del rilascio insulinico che può giungere fino all’esaurimento 
funzionale della beta cellula e alla perdita di massa insulare mentre , esponendo 
isole pancreatiche umane ad elevate concentrazioni di glucosio, è stato 
osservato un aumento significativo del tasso di apoptosi7.  Molto probabilmente, 
questi effetti citotossici sono mediati dalla produzione di radicali liberi 
dell’ossigeno (agenti ossidanti), prodotti sia attraverso il metabolismo 
mitocondriale (i mitocondri di queste β-cellule presentano sia alterazioni 
morfologiche che fisiologiche) sia attraverso altre vie, come quella delle 
esosamine (una via metabolica deputata alla sintesi dei substrati necessari ai 
processi di glicosilazione). 8,9 
La glucotossicità e la lipotossicità, indotte dalla condizione diabetica, 
comportano lo sviluppo di altre alterazioni a livello sistemico. Un esempio è il 
fenomeno della glicazione , processo che porta ad  un'alterazione della struttura 
e della funzione delle proteine , causata da una interazione tra il glucosio, 
presente in eccesso,  e i gruppi amminici delle proteine stesse: una conseguenza 
del fenomeno è la ridotta capacità dell'emoglobina di trasportare ossigeno ai 
tessuti. Il glucosio in eccesso poi può essere anche ridotto a sorbitolo , un altro 
tipo di  zucchero che ha la caratteristica di rimanere più a lungo nei tessuti 
rispetto al glucosio. Ciò provoca, per osmosi, un maggiore richiamo di acqua 
all'interno delle cellule con conseguente danno alla struttura cellulare. Si 
possono inoltre verificare altre alterazioni che interessano il circolo sanguigno, 
come l'aumento della viscosità del sangue e un'anomala tendenza delle piastrine 
ad aggregarsi (aggregazione piastrinica). Si possono quindi manifestare una serie 
di conseguenze che vengono comunemente classificate come macrovascolari e 
microvascolari. Le prime sono alterazioni delle arterie di grosso calibro e 
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rappresentano le principali complicanze del diabete di tipo 2: spesso si osserva, 
infatti, la stenosi dei vasi sanguigni. Le seconde interessano, invece, la 
circolazione periferica e i vasi di piccolo calibro e portano allo sviluppo di 
retinopatie, nefropatie e neuropatie diabetiche.  Nel diabete mellito, l’organismo 
risulta essere incapace di ossidare i carboidrati e, al contrario, ossida i grassi: ciò 
comporta la formazione e accumulo di composti noti come corpi chetonici nel 
sangue e nelle urine. In un paziente diabetico, l’organismo utilizza ossalacetato 
per produrre glucosio e ciò ne riduce la quantità disponibile per altre reazioni 
metaboliche (es. ciclo di Krebs) con formazione dei corpi chetonici. Essi sono 
trasportati, mediante il sangue, ai muscoli e ai tessuti dove dovrebbero essere ri-
ossidati. Tuttavia nel diabete la produzione di queste sostanze da parte del 
fegato eccede la capacità del muscolo e dei tessuti di ossidarle, per cui esse si 
accumulano nel sangue. Questi corpi chetonici sono acidi e tendono ad 
abbassare il valore del pH del sangue manifestando quindi acidosi che potrebbe 
portare a un coma fatale.  
Queste alterazioni, che si verificano con il manifestarsi e il protrarsi della 
patologia, comportano un aumento dello stress ossidativo cellulare e quindi, 
un’elevata produzione di agenti ossidanti che vanno a danneggiare la maggior 
parte delle componenti della cellula incluse proteine, lipidi e DNA. Ciò determina 
un deficit funzionale che causa la progressiva perdita delle β-cellule. Difatti, 
l’aumentata produzione di ROS sembra essere la principale causa dello stato pro-
infiammatorio e della disfunzione endoteliale, che è all’origine del danno macro 
e microangiopatico presente nel diabete mellito: questa iperproduzione, indotta, 
appunto, dall’iperglicemia e dall’iperlipidemia cronica, è il meccanismo 
attraverso cui vengono attivate le principali vie metaboliche che portano 
all’insorgenza delle complicanze croniche del diabete. 10,11,12 
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Figura 2. Cause ed effetti dello stress ossidativo. 
Fonte:http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Stress_Ossidativo_danni.png 
 
Inoltre, con il protrarsi nel tempo di questa condizione, si possono 
manifestare delle lesioni cellulari che conducono a un’accelerazione del processo 
dell’invecchiamento, con conseguenze a livello sistemico quali l’insorgenza di 
numerosissime malattie comuni come l’aterosclerosi, il morbo di Parkinson, 
l’Alzheimer.  
3.1 Senescenza cellulare e telomeri 
Le disfunzioni croniche e degenerative, compresa l’iperglicemia e lo stress 
ossidativo, rappresentano un fattore di accelerazione del processo di senescenza 
cellulare e, a livello molecolare, il processo è direttamente collegato ai telomeri, 
specifiche strutture lineari nucleo-proteiche poste alle estremità dei cromosomi 
eucariotici, causandone il logoramento.   
I telomeri svolgono due funzioni principali: controbilanciano la replicazione 
incompleta del DNA terminale e proteggono le estremità cromosomiche da 
eventi di degradazione e fusione (capping), permettendo alla cellula di 
distinguere le porzioni terminali dei cromosomi da siti di rottura del DNA. Inoltre 
regolano il riconoscimento e la separazione dei cromosomi durante la mitosi, 
facilitano la replicazione del DNA nei vari stadi del ciclo mitotico e meiotico, 
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posizionando ed ancorando i cromosomi al macchinario nucleare, e influenzano 
la trascrizione di geni posti nelle vicinanze delle estremità cromosomiche. 13,14 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.  Struttura delle estremità telomeriche nei cromosomi eucariotici. Fonte: 
www.ematologiainprogress.net/ 
 
 
A ogni ciclo di divisione cellulare, i telomeri subiscono un graduale 
accorciamento a causa dell’incapacità delle DNA polimerasi di replicare 
completamente le estremità telomeriche. Tale processo si protrae fino al 
raggiungimento di una lunghezza minima critica (limite di Hayflick) che segnala la 
fine della proliferazione, l’inizio della senescenza e la successiva morte per 
apoptosi della cellula grazie all’innesco di una via di segnalazione intracellulare, 
la p53 dipendente, simile a quella prodotta da rotture a doppio filamento.  
Normalmente, comunque, i telomeri sono mantenuti a una lunghezza 
costante grazie all’enzima telomerasi, una ribonucleoproteina trascrittasi inversa 
specializzata che usa la sua componente ad RNA come stampo per allungare le 
eliche ricche in G, così da tardare la senescenza cellulare. Recentemente, è stato 
osservato che, nei pazienti con diabete mellito tipo 2, sia la lunghezza dei 
telomeri che l’espressione della subunità catalitica della telomerasi, hTERT, sono 
risultate significativamente ridotte rispetto ai soggetti non-diabetici di controllo: 
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quindi, sembra esserci una correlazione diretta fra la lunghezza dei telomeri, 
alterata attività della telomerasi e diabete.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  4. Struttura dell’enzima telomerasi.  Fonte: http://www.cliccascienze.it/ 
 
4.1 Terapie di gestione della patologia diabetica 
Nonostante il diabete mellito sia ancora oggi una malattia incurabile, 
alcune terapie permettono ai soggetti affetti di condurre uno stile di vita quanto 
più normale possibile. Sia nei pazienti affetti da T1DM che T2DM viene 
assolutamente raccomandata una dieta sana ed uno stile di vita attivo in quanto, 
questi piccoli accorgimenti  se seguiti con costanza e impegno portano ottimi 
risultati in termini di controllo dei valori della glicemia. 
 Attualmente, nei pazienti T1DM, l’unica terapia possibile è la 
somministrazione esogena di insulina, a cui i pazienti devono sottoporsi per tutta 
la vita. L’insulina viene somministrata, prevalentemente, con iniezioni nel tessuto 
sottocutaneo da cui poi si diffonde a tutto l’organismo. Il compito dell’insulina 
esogena è quello di simulare, quanto più possibile, l’azione dell’prodotta 
dall’organismo, sia per quanto riguarda la concentrazione di insulina basale che 
quella rilasciata in acuto dopo i pasti, permettendo così un normale utilizzo 
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del glucosio da parte delle cellule sia a digiuno che dopo aver mangiato. Nei casi 
più severi di diabete, invece, si ricorre all’allo-trapianto del pancreas in toto, con 
rilascio di insulina endogena e normalizzazione sia dei valori della glicemia che di 
altri importanti prodotti del metabolismo definiti metaboliti intermedi. Si può 
dedurre quindi che il trapianto di pancreas è in grado di influenzare 
positivamente l’evoluzione delle complicanze secondarie al diabete.  Tuttavia, 
per quei pazienti che non possono sottoporsi al trapianto (ad esempio a causa di 
problematiche cardiovascolari), una valida alternativa è il trapianto di isole 
pancreatiche che consiste nel prelevare dal pancreas di un donatore le β-cellule e 
trapiantarle  nel paziente dopo una procedura di separazione e purificazione 
effettuata precedentemente in laboratorio. Una volta pronte, vengono 
impiantate, mediante un’iniezione, nella vena porta, nel fegato, dove 
attecchiscono e iniziano a produrre insulina. Per scongiurare episodi di rigetto, il 
paziente viene trattato con terapia immunosoppressiva. 
Per i pazienti T2DM invece, a differenza dei T1DM, non si prevede, almeno 
inizialmente, una terapia a base di farmaci o insulina, ma solo il rispetto di 
una dieta e la pratica costante di attività fisica, poiché  la stragrande maggioranza 
dei T2DM è in sovrappeso o obeso. Se, tuttavia, la sola  dieta e l’esercizio fisico 
non  sono sufficienti a riportare i valori della glicemia a livelli ottimali, si può 
affiancare ad essi l’assunzione di farmaci denominati ipoglicemizzanti orali, che 
hanno sia l’effetto di ridurre la concentrazione di glucosio nel sangue, 
favorendone la captazione periferica e inibendo la gluconeogenesi, sia favorendo 
la produzione di insulina da parte del pancreas . 1 
 
 
 
 
. 
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Tabella  1. Principali ipoglicemizzanti orali utilizzati nella terapia del T2DM. 
 
 
Ipoglicemizzanti Azione 
 
 
Sulfoniluree 
 
bloccando i canali del potassio, 
favoriscono la depolarizzazione della 
membrana plasmatica favorendo l'entrata 
degli ioni calcio che stimola le cellule beta 
del pancreas a produrre insulina.  
 
 
 
Biguanidi 
 
sono indicati per la cura del diabete 
mellito di tipo 2 nei pazienti obesi. Non 
stimolano le cellule beta del pancreas a 
produrre insulina, piuttosto sensibilizzano 
i tessuti periferici diminuendo la 
gluconeogenesi epatica e l'assorbimento 
del glucosio, oltre a potenziare la 
captazione periferica dello stesso. 
 
 
Glitazoni o tiazolidinedioni 
 
diminuiscono la gluconeogenesi ed 
aumentano la sensibilità delle cellule 
all'insulina. 
 
 
 
 
Inibitori alfa-glucosidasi 
 
 
 
si tratta di farmaci antidiabetici di ultima 
generazione che agiscono inibendo 
l'attività dell'enzima alfa-glucosidasi (che 
favorisce il riassorbimento del glucosio); di 
conseguenza, si riduce l'assorbimento del 
glucosio intestinale. Inoltre, questi principi 
attivi agiscono potenziando l'azione 
dell'ormone glucagon-like-peptide 1 (GLP-
1), stimolatore della sintesi di insulina. 
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5.1 Diabete e terapia rigenerativa 
              Ai fini dell’identificazione di una cura risolutiva per la malattia diabetica, 
oggigiorno sta prendendo sempre più piede la terapia cellulare sostitutiva. 
Infatti, come precedentemente accennato, attualmente “la sostituzione” delle β-
cellule distrutte, soprattutto nei pazienti affetti da diabete mellito di tipo 1, è 
possibile solo mediante il trapianto in toto di pancreas o delle sole isole 
pancreatiche purificate. La fattibilità di tali procedure è, però, fortemente 
limitata dalla carenza di donatori e dall’esigenza di eseguire una terapia 
immunosoppressiva per tutta la vita. 15  
Si è reso così necessario individuare fonti alternative di cellule cosiddette 
“surrogate” da utilizzare a scopo di trapianto, ovvero, in grado di produrre 
insulina ma senza il rischio di un rigetto, evenienza altamente probabile quando 
si impiantano le isole o l’organo in toto  di un donatore.  
Le cellule staminali, che possono essere di origine embrionale, fetale e 
adulta, rappresentano teoricamente una fonte ideale di cellule simili alle beta 
pancreatiche. Infatti, esse sono capaci di auto rinnovarsi mediante un 
meccanismo di divisione asimmetrica permettendo, quindi, di ottenere un gran 
numero di cellule trapiantabili mantenendo però al contempo l’abilità di 
differenziarsi verso il fenotipo desiderato, quando poste nelle opportune 
condizioni di crescita in cultura. E’ ampiamente dimostrato che l’utilizzo di 
questo tipo di cellule è risultato efficace per la produzione in vitro di cellule 
insulino – secernenti, le quali possono essere trapiantate in situ permettendo 
una ripresa funzionale dell’organo, regolando il metabolismo glucidico nei 
pazienti ed ovviando agli effetti collaterali del diabete. Ottenendo poi queste 
cellule da cellule staminali proprie del paziente si va a evitare la 
somministrazione di una terapia immunosoppressiva a seguito di un trapianto.  
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6.1 Le cellule staminali 
Le staminali sono delle cellule indifferenziate in grado di dividersi indefinite 
volte mantenendo invariate le proprie caratteristiche (self-renewal).  
Autorinnovamento e potenziale differenziativo rappresentano le caratteristiche 
essenziali delle cellule staminali.  A tal fine la cellula staminale è regolata 
attraverso meccanismi che comprendono fattori esogeni e interazioni cellula-
cellula. Ruolo essenziale nella regolazione del comportamento delle cellule viene 
svolto dal microambiente che le circonda definito nicchia. Essa è fondamentale 
per il mantenimento della staminalità delle cellule, infatti, ne controlla il 
differenziamento e l’apoptosi, ne preserva lo stato di quiescenza fino a quando 
opportuni stimoli inducono le cellule ad entrare in ciclo e dividersi.  
La divisione delle cellule staminali può avvenire in modo simmetrico, con 
formazione di due cellule figlie identiche fra loro, entrambe con proprietà di 
staminali o asimmetrico, originando una cellula figlia che mantiene le 
caratteristiche di staminale mentre l’altra inizia il processo di differenziamento 
(cellule committed).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Meccanismo di idvisione delle cellule staminali. Fonte: Cai J, Weiss ML, Rao MS. 
Exp Hematol 2004;32:585–598. 
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Le staminali vengono classificate, in base al loro potenziale differenziativo, 
in totipotenti, pluripotenti, multipotenti o unipotenti. Le cellule staminali 
totipotenti sono in grado di differenziare in tutte le cellule che costituiscono 
l’embrione e le strutture accessorie che ne sostengono lo sviluppo. Sono definite 
pluripotenti le cellule in grado di differenziare in cellule appartenenti ai tre 
foglietti embrionali (mesoderma, ectoderma, endoderma). Le staminali 
multipotenti sono in grado di differenziare in un numero limitato di cellule 
strettamente correlate fra loro. Il termine unipotente viene utilizzato in 
riferimento ad una cellula staminale in grado di differenziare in un solo tipo 
cellulare. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Classificazione delle cellule staminali in base al potenziale differenziativo. 
Fonte: http://www.neuropsicomotricista.it/ 
 
 
Le cellule staminali possono essere classificate anche in base alla loro 
sorgente di derivazione: cellule staminali embrionali e adulte. Questa 
classificazione è però imprecisa poiché, tra le staminali adulte, sono comprese 
quelle fetali, presenti negli abbozzi degli organi, quelle neonatali, isolabili dal 
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cordone ombelicale e quelle propriamente adulte, presenti in molti distretti del 
nostro organismo. Le staminali embrionali possiedono il più ampio potenziale 
differenziativo (sono pluripotenti) e pertanto sarebbero in teoria le migliori 
candidate per la terapia sostitutiva cellulare. L’utilizzo delle cellule embrionali 
umane è però limitato da problematiche di tipo etico. Inoltre, tali cellule possono 
dare origine a tumori a partire dalle cellule trapiantate. 16 
 
Le cellule staminali fetali e neonatali, pur non sollevando problemi etici,  hanno 
un potenziale differenziativo più limitato rispetto alle embrionali e sono quindi 
da considerare solo multipotenti.  Rispetto alle altre fonti, le staminali adulte 
presentano il notevole vantaggio di essere potenzialmente autologhe ed 
eticamente accettabili, ma hanno lo svantaggio di possedere una capacità 
differenziativa apparentemente limitata. Tale aspetto ne ha fatto sino a oggi una 
fonte di staminali meno idonea per le terapie sostitutive ma recenti studi hanno 
suggerito che alcune di queste cellule, tra le quali le cellule staminali del midollo 
osseo, in vitro sarebbero in grado di dare origine a tipi cellulari diversi da quelli 
per cui vengono programmate e questa caratteristica ha conferito loro il termine 
di cellule “plastiche”. 16,17,18,19,20,21 
 
           
7.1 Cellule staminali adulte 
La funzione principale delle cellule staminali adulte è quella di mantenere 
l’omeostasi dei tessuti in cui esse sono localizzate: hanno, infatti, la capacità di 
autorinnovarsi e di originare cellule mature specializzate. Inizialmente, si pensava 
che le SC adulte esistessero solo in tessuti soggetti a un continuo rinnovamento 
cellulare, come il sangue o la pelle, e ciò spiegava come questi tessuti fossero 
soggetti principalmente a patologie di tipo proliferativo (tumori). Studi successivi 
hanno permesso di isolarle anche da tessuti caratterizzati da un turn-over 
cellulare molto più basso. Il processo di differenziamento delle SC adulte passa 
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attraverso uno stadio intermedio, una cellula parzialmente differenziata definita 
precursore o progenitore, commissionata a seguire una particolare linea 
differenziativa.  16,22 
 
 
7.1.1 Le cellule staminali emopoietiche 
              Le cellule del sangue sono caratterizzate da un’emivita molto breve e per 
questo il sangue è soggetto a un rinnovamento cellulare continuo. Responsabili 
della formazione di tutte le cellule del sangue (emopoiesi) sono le cellule 
staminali emopoietiche. Il midollo osseo, dove avviene il processo emopoietico, 
rappresenta circa il 5% del peso corporeo totale ed è distribuito 
prevalentemente nelle ossa piatte e lunghe in età pediatrica e giovanile mentre, 
in età più avanzata, si dispone a livello delle costole, vertebre, sterno e bacino. 
Durante lo sviluppo embrionale, l’emopoiesi avviene prima nel sacco embrionale 
e poi in una regione intraembrionale, definita aorta-gonade mesonefro (AGM). 
Da qui l’emopoiesi si sposta nel fegato e infine nel midollo osseo, che 
rappresenta la sede dell’emopoiesi nell’individuo adulto. Affinché si abbia una 
buona emopoiesi è necessario un microambiente ematopoietico adatto. La 
nicchia è formata da diversi tipi cellulari (cellule stromali, osteoblasti, fibroblasti, 
e endoteliali) ed è normalmente distinta in due regioni, una definita 
osteoblastica e l’altra vascolare.  
Gli osteoblasti sono particolarmente importanti per la localizzazione delle 
cellule staminali nella nicchia, costituito da tutti i fattori cellulari e molecolari i 
quali interagiscono con queste cellule regolandone le funzioni e presiedendo al 
loro differenziamento: un aumento del numero di osteoblasti determina un 
aumento del numero delle cellule staminali emopoietiche e sono strettamente 
connessi con le cellule quiescenti o a bassa attività ciclica. La regione vascolare è 
invece caratterizzata da cellule proliferanti.            
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Figura 7. Nicchia ematopoietica a livello del midollo osseo.  Fonte: Moore KA, Lemischka IR. 
Science 2006;311:1880-1885 
 
 
La nicchia ha un ruolo essenziale nel mantenimento della popolazione di 
cellule staminali adulte, regolandone sia la diminuzione sia l’aumento eccessivo 
del numero. Infatti essa protegge le cellule staminali adulte da stimoli apoptotici 
o differenziativi che potrebbero determinare una diminuzione in numero ma, al 
tempo stesso, controllando l’apoptosi cellulare impedisce che vi sia un aumento 
eccessivo delle cellule staminali adulte, che potrebbe portare allo sviluppo di 
neoplasie. 
Il differenziamento delle cellule staminali emopoietiche vede la formazione 
iniziale di due cellule: una identica alla cellula madre, che ha il compito di 
mantenere costante il pool di staminali, e una cellula progenitrice parzialmente 
differenziata, non dotata di self-renewal ma dotata invece di un ampio 
potenziale replicativo. Da quest’ultima si originano due grandi classe di cellule: 
una cellula progenitrice linfoide, da cui si originano linfociti B, linfociti T e cellule 
natural killer (NK), e una mieloide, da cui discendono eritrociti, megacariociti, 
monociti e granulociti (eosinofili, basofili e neutrofili).  16,19,22,23,24,25 
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Figura  8. Differenziamento ematopoietico.  Fonte: www.treccani.it 
 
8.1 Le cellule staminali CD34+ 
Le cellule staminali emopoietiche vengono identificate e isolate grazie ad 
antigeni di superficie che esse esprimono. L’antigene CD34 identifica tutte le 
cellule ematopoietiche staminali e progenitrici del midollo osseo, mentre risulta 
assente nei precursori midollari morfologicamente identificabili e nelle cellule 
circolanti del sangue periferico. Per tale motivo il CD34 è considerato un 
marcatore specifico di stadio maturativo, ma non di linea differenziativa. Esso è 
una proteina integrale di membrana, del peso molecolare di circa 110 kd, 
codificata da un gene posto sul cromosoma 1. La presenza di molti siti di 
glicosilazione, la mancanza di attività tirosin–chinasica e la frequenza molto 
bassa di sintesi e di degradazione suggeriscono che il CD34 non sia un recettore 
per un fattore di crescita o una molecola di trasduzione del segnale, ma che sia 
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più probabilmente coinvolto nelle interazioni cellula–cellula o cellula–matrice 
extracellulare. Questo marcatore è espresso dallo 1–3% delle cellule del midollo, 
dallo 0,01–0,1% delle cellule del sangue periferico e dallo 0,1–0,4% delle cellule 
di cordone ombelicale. 16,26 
 
       
8.1.1 CD34+ e terapia rigenerativa 
Il potenziale differenziativo e proliferativo delle cellule staminali CD34+ 
suggeriscono un  possibile impiego di queste ultime nell’ambito dei processi di 
rigenerazione dei tessuti. Uno studio riguardante la rigenerazione del tessuto 
cardiaco dopo infarto acuto del miocardio, ha constatato che vi è una 
mobilizzazione spontanea delle cellule dal sangue periferico  direttamente  al 
cuore dei pazienti reduci da un infarto acuto ed il tutto è regolato da molecole 
'sirena' quale il G-CSF:  la sua concentrazione cresce al crescere del numero di SC 
circolanti subito dopo un infarto, mentre i livelli di questa citochina rimangono 
bassi nei soggetti sani. In risposta all’aumento di G-CSF, le cellule CD34+ appaiono 
maggiormente concentrate nell’area infartuata rispetto ad altre parti del cuore, 
suggerendo quindi che la ripopolazione da parte delle cellule staminali di alcuni 
tessuti può effettivamente essere stimolata dal danno tissutale. 27  Se si 
esaminano poi i lavori atti a verificare la presenza di SC di origine midollare a 
livello del tessuto epatico, si osserva che mentre il numero di cellule di origine 
midollare è assolutamente scarsa ed ininfluente in condizioni basali, il tasso di 
ripopolamento del fegato aumenta notevolmente nei modelli di danno tissutale.  
Per quanto riguarda studi in vivo la maggior parte ,fino ad ora, sono stati condotti 
su modelli animali quali topo o ratto. Per esempio in roditori affetti da fibrosi 
epatica cronica si è visto  che il trapianto di cellule CD34+ porta alla rigenerazione 
epatica e una riduzione della condizione fibrotica. 28  Viste le evidenze 
sperimentali che mostrano come le cellule CD34+  siano chiaramente richiamate 
nei siti di danno e partecipano alla riparazione dei tessuti, si è diffusa tra i 
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ricercatori l’ipotesi che possa realizzarsi la rigenerazione tissutale con l’impiego 
di queste cellule. Lo sviluppo però di un strategia ottimale per una terapia 
rappresenta una difficile sfida. Sono necessari studi ulteriori per chiarire i precisi 
meccanismi che regolano le cellule staminali nell’uomo.  Nonostante vi siano 
ancora molte domande senza risposta, i primi studi clinici mostrano alcuni 
risultati promettenti.  
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CAPITOLO 2 
 
Scopo della tesi 
Come osservato nel nostro laboratorio su altri modelli cellulari, la 
variazione della lunghezza dei telomeri e dell’attività della telomerasi, associate a 
un aumento dello stress ossidativo e del tasso di apoptosi, potrebbero riflettere 
quello che si verifica nella sindrome metabolica e, in particolare, nella 
modulazione del pool di staminali che, secondo molti ricercatori, sono presenti 
nella maggior parte dei tessuti differenziati e pronte a sostituire le cellule in 
apoptosi o necrosi.  
Poiché, in letteratura, sono scarsi o assenti gli studi riguardanti il ruolo 
dell’iperglicemia e dell’ipernefemia nella regolazione dell’attività proliferativa 
delle cellule staminali ematopoietiche, l’obiettivo di questo studio è stato quello 
di isolare cellule CD34+ da soggetti sani e pazienti con diabete mellito tipo 1 e 2, 
esponendole in cronico alla presenza di un’elevata concentrazione di acidi grassi 
liberi o glucosio.  
L’ipotesi che stava alla base di questo studio era che alterazioni funzionali 
del pool di cellule staminali residenti negli organi e di quello circolante nel 
sangue potessero essere fattori determinanti nell’insorgenza e sviluppo del 
diabete e delle sue complicanze. In particolare, in questo progetto, è stato 
studiato l’effetto della patologia diabetica e di perturbazioni metaboliche che 
potevano avere un effetto negativo sulla replicazione di staminali multipotenti in 
grado, potenzialmente, di mantenere in vivo il numero di beta cellule 
pancreatiche che viene inesorabilmente ridotto nel diabete. 
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CAPITOLO 3 
 
Materiali e Metodi 
1.3 Reclutamento pazienti e coltura cellulare 
  Per questo studio sono stati reclutati 14 soggetti sani (ND), 15 pazienti con 
diabete mellito tipo 1 (T1DM) e 26 pazienti con diabete mellito tipo 2 (T2DM). 
Per ogni paziente sono stati raccolti stati raccolti 5 ml di sangue in una vacutainer 
trattata con EDTA. Per separare il plasma dalla componente cellulare, il 
campione è stato centrifugato a 2520 xg per 10 minuti a 4°C. La componente 
plasmatica è stata conservata a -80°C o eventualmente usata per l’estrazione 
dell’RNA totale. La componente cellulare nucleata del sangue è stata utilizzata 
per l’isolamento delle cellule linfomonocitiche, utili allo studio. 
 
2.3 Isolamento linfomonociti 
I linfomonociti sono stati isolati dalla componente cellulare nucleata 
ottenuta dopo centrifugazione di sangue periferico in EDTA. La procedura più 
comunemente usata è la separazione mediante centrifugazione su gradiente di 
densità. Per il nostro studio è stata utilizzata una soluzione contenente un 
polimero idrofilico, con densità di 1077 g/ml (Biocoll Separating Solution, 
Biochrom AG, Berlin, Germany - Lymphoprep™, STEMCELL Technologies). Il 
sangue, diluito 1:3 con soluzione fisiologica per evitare la formazione di aggregati 
cellulari, viene stratificato molto lentamente su gradiente Biocoll e sottoposto a 
forza centrifuga. Questo passaggio permette la stratificazione delle cellule del 
sangue in base alla densità: gli eritrociti raggiungono il fondo della provetta, i 
polimorfonucleati si raccolgono in una sottile patina bianca al di sopra dei globuli 
rossi, mentre le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC, Peripheral 
Blood Mononucleated Cell) formano un anello biancastro all’interfaccia tra il 
plasma e il polimero.  
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Figura  9.  Meccanismo di formazione del gradiente di densità. Fonte: 
http://dublinlisacoolsaet.wordpress.com/ 
 
 
A questo punto i PBMC sono stati prelevati con una pipetta pasteur,  eseguiti due 
lavaggi con soluzione fisiologica, aspirato il surnatante e risospeso il pellet in una 
soluzione specifica.  
 
Metodo. Dopo aver centrifugato la provetta contenente il sangue in EDTA, 
è stato scartato il plasma e la parte corpuscolare è stata risospesa in soluzione 
fisiologica (NaCl 0.9%) in rapporto 1:3. In una Falcon da 50 ml è stato aggiunto un 
volume di Biocoll freddo a 4°C in modo che sia la metà del volume della miscela 
di sangue più fisiologica preparato precedentemente; la miscela è poi stata 
stratificata lentamente sul gradiente. Il tutto è stato poi centrifugato per 35 
minuti a 400xg  a 18° - 20° C senza freno. Usando una pipetta sterile è stato poi 
prelevato l’anello biancastro formatosi contenente i linfociti ed è stato messo in 
una Falcon pulita insieme ad un volume di soluzione fisiologica pari a circa 3 
volte il volume dei linfociti; è stata effettuata una nuova centrifugata a 600xg per 
16 minuti a 18° - 20°C con freno. Al termine è stato scartato il surnatante e sono 
state risospese le cellule ancora in soluzione fisiologica sottoponendole ancora a 
due centrifugate di 8 minuti ciascuna a 600xg a 4°C con freno. E’ stato scartato il 
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surnatante e le cellule sono state risospese in una soluzione tampone di PBS 1x 
pH 7.2 + EDTA 2mM + BSA 0.5%. 
 
3.3 Isolamento cellule CD34+ 
Le cellule CD34+ sono state ottenute dalle cellule mononucleate totali dopo 
separazione immunomagnetica usando il kit MicroBead Kit UltraPure – Miltenyi 
Biotec per le cellule CD34+.  La Tecnologia “I MACS ®” si basa sull’utilizzo di micro 
beads marcate con anticorpo anti-CD34+, colonnine di separazione e un magnete 
separatore OctoMACS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Illustrazione del MicroBead Kit UltraPure – Miltenyi Biotec. Fonte: riadattata da 
www.miltenyibiotec.com 
 
L'antigene CD34 è una glicoproteina a singola catena transmembrana espresso 
sulle cellule progenitrici ematopoietiche umane presenti ad una frequenza 
compresa tra 0,05-0,2% tra le cellule mononucleate del sangue periferico 
(PBMC); esso è quindi considerato un marcatore di cellule  staminali 
ematopoietiche.  
Come riportato in Figura 10, il CD34+ microbead kit UltraPure è dotato 
MicroBeads, MACS Columns e un magnete l’OctoMACS separator 29. 
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 MicroBeads: sono particelle superparamagnetiche dal diametro di 50nm 
coniugate con anticorpi altamente specifici per l’antigene CD34, presente sulla 
superficie cellulare. Proprio grazie alla loro dimensione, le microbiglie non 
attivano le cellule né saturano gli epitopi in superficie. A differenza delle biglie 
più grandi, le MACS MicroBeads non hanno bisogno di essere rimosse al termine 
della procedura di isolamento in quanto, oltre a non interferire col 
funzionamento cellulare, non sono tossiche e sono biodegradabili (testate in 
accordo con gli standard internazionali - ISO 10993 -el’USP guidelines per la 
biocompatibilità). 
 MACS Columns: sono colonne utilizzate per l’isolamento e contengono una 
matrice composta da sfere ferromagnetiche ricoperte da un rivestimento cell-
friendly. Quando vengono piazzate nel separatore magnetico OctoMACS 
separator, le sfere amplificano il campo magnetico così da indurre un elevato 
gradiente all’interno della colonna stessa. Ciò è indispensabile all’isolamento di 
quelle cellule che sono minimamente marcate e con molti epitopi liberi. Lo 
spazio tra le sfere ferromagnetiche è tale da permettere il passaggio delle cellule, 
così che quelle marcate magneticamente restano in sospensione nella colonna, 
senza effettivamente legarsi, minimizzando gli eventuali stress che tali legami 
potrebbero arrecare alle cellule, oltre a garantire un efficiente lavaggio senza la 
formazione di aggregati cellulari. Il tipo di selezione effettuato con questa 
metodica è la selezione positiva (infatti le cellule target, le CD34+, vengono 
marcate magneticamente). Durante la separazione le cellule marcate 
magneticamente vengono trattenute in colonna,  mentre  quelle prive 
dell’antigene CD34 vengono scartate. Dopo una serie di lavaggi, la colonna viene 
rimossa dal campo magnetico, le cellule marcate si staccano e raccolte in 
provette Falcon da 15 ml. 
 
Metodo. Per il lavaggio delle cellule in questo kit, è stata utilizzata una 
soluzione composta da PBS 1x a pH 7.2, EDTA 2 mM e albumina di siero bovino 
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(BSA) al 0.5% (PEB). Dal momento che, secondo i risultati ottenuti, la quantità di 
cellule CD34+ presenti in un campione iniziale di 5-6 ml di sangue è sempre 
inferiore alle 108 cellule stabilite dal kit di isolamento Miltenyi, abbiamo 
proceduto col dimezzare le dosi di soluzioni previste dal protocollo originale. 
Dopo aver lavato i linfomonociti e scartato bene tutto il surnatante, si risospende 
il pellet in 150 µl di soluzione PEB. A questo punto si procede con l’aggiunta di  
50 µl di FcR Blocking Reagent, che consiste di una soluzione di immunoglobuline 
IgG di derivazione umana, e 50 µl di CD34 MicroBeads UltraPure, che sono 
microbiglie coniugate con anticorpi murini monoclonali anti-CD34 umano 
(isotipo: topo IgG1). Dopo aver miscelato bene, si incuba per 30 minuti a 2-8°C 
senza necessitare di agitazione, in quanto le MACS MicroBeads sono sempre in 
sospensione. Dopo incubazione segue un lavaggio e risospensione  del pellet in 
500 µl della soluzione PEB, dopodiché si procede con l’isolamento in colonna: si 
piazza la colonna nel magnete si dispone al di sotto di essa una Falcon da 15 ml 
per raccogliere gli scarti; viene effettuato un lavaggio con 500 µl della soluzione 
di PEB per permeare le sfere ferromagnetiche (impiegherà 1-2 minuti ad eluire) 
per poi aggiungere i 500 µL del campione e attendere l’eluizione. L’eluato 
conterrà le cellule che non hanno legato l’anticorpo e che, quindi, non sono 
CD34+. Dopo tre lavaggi si rimuove la colonna dal magnete per piazzarla sopra 
una nuova Falcon da 15 ml, in cui, mediante l’apposito stantuffo, si fanno eluire 
le cellule CD34+ marcate magneticamente. 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Esempio di funzionamento del kit. Fonte: immagine riadattata da 
www.diamedica.ee 
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4.3 Conta cellulare  
Dalla Falcon contenente le cellule CD34+ in sospensione, ne sono stati 
prelevati 10 µl e aggiunti 10 µl di Trypan Blue per valutare il numero di cellule 
ottenute. La conta cellulare è stata effettuata con il contatore automatizzato 
Countess® (Life Technologies, Grand Islands, USA). Il Trypan Blue è 
un colorante in grado di colorare selettivamente le cellule morte. Il motivo è da 
ricercarsi nell'estrema selettività della membrana cellulare: le cellule vive, 
avendo una membrana intatta, non permettono la penetrazione di questo 
colorante nel citoplasma mentre, al contrario, nelle cellule morte questo penetra 
facilmente, rendendole distinguibili. Lo strumento poi permette una conta delle 
cellule totali e stima la vitalità cellulare mediante un’analisi avanzata delle 
immagini. Il software analizza automaticamente l’immagine acquisita dalla 
fotocamera, riconoscendo come cellule morte quelle colorate in blu.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Contatore automatizzato Countess®. Fonte: Immagini ottenute da ProductWiki 
Inc.© 2013 e Countess
TM
-manual Invitrogen
TM
. 
 
5.3 Coltura cellulare per espansione in-vitro. 
L’espansione cellulare è una tecnica che ci permette di ottenere una 
quantità ottimale di cellule CD34+ da impiegare, nel nostro caso per studi di 
biologia molecolare, incrementandone il numero. Il terreno di coltura da noi 
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utilizzato è lo Stemline® II Hematopoietic Stem Cell Expansion Medium (Sigma-
AldrichTM, Saint Louis, MO, USA), terreno di seconda generazione della Sigma, 
privo di siero, contenente L-glutammina, di tipo liquido e sterile, studiato per la 
coltura cellulare e l’espansione delle cellule progenitrici ematopoietiche CD34+. 
Lo Stemline II è stato sviluppato per ottimizzare il bilancio tra cellule differenziate 
e non differenziate e massimizzare, inoltre, la loro espansione. Lo Stemline II ha 
come unica componente animale l’albumina di derivazione umana, così da 
incrementarne le prestazioni e ridurre eventuali rischi associati ad errori 
accidentali. 
Al terreno è stato aggiunto un cocktail di antibiotici e antimicotici 
(Amfoteracina B (750 μg/l), Gentamicina Solfato (50 mg/l), Penicillina G Sodica 
(100.000 UI/l), Streptomicina (100 mg/l), forniti dalla Sigma- Aldrich), in modo da 
scongiurare episodi di contaminazione. Per ogni punto sperimentale, è stato 
utilizzato 1 ml di terreno insieme a citochine e fattori di crescita (TPO: 
Trompoietina, 100 ng/ml; SCF: Stem Cell factor, 100 ng/ml; G-CSF: Granulocyte 
Colony – stimulating factor, 100 ng/ml), al fine di ottenere un’espansione 
ottimale delle cellule ematopoietiche.  
 (TPO). E’ una proteina che svolge il ruolo di stimolatore della replicazione 
cellulare. In vivo, la trombopoietina viene sintetizzata principalmente nel fegato 
ma può essere prodotta anche da reni, testicoli, cervello, e nelle cellule stromali 
del midollo osseo. Ha una grossa omologia con l’eritropoietina ed è richiesta, ma 
non obbligatoria, per la formazione di piastrine. 30 
   (SCF). E’ una citochina che lega il recettore c-Kit (CD117); lo SCF può 
esistere sia come proteina transmembrana che come proteina solubile ed, in 
vivo, viene prodotto da fibroblasti e da cellule endoteliali. Il suo ruolo è correlato 
con l’ematopoiesi durante lo sviluppo embriogenico, nonché con la 
spermatogenesi e la melanogenesi.  Alcuni studi hanno dimostrato che lo stem 
cell factor è altamente espresso nei siti in cui avviene l’ematopoiesi, come il 
fegato fetale e il midollo osseo. Lo  SCF potrebbe servire anche per guidare le 
cellule staminali ematopoietiche alla loro nicchia staminale, fenomeno noto 
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come homing,  giocando così un importante ruolo nel mantenimento delle 
cellule staminali stesse.31,32 
 (G – CSF). Noto anche come colony-stimulating factor 3, è una 
glicoproteina che stimola il midollo osseo a produrre granulociti e cellule 
staminali, nonché il loro rilascio nel flusso sanguigno. Funzionalmente, il G-CSF è 
una citochina e ormone prodotto da diversi tipi di tessuti quali, endotelio, 
macrofagi e altre cellule immunitarie. Inoltre, oltre ad essere un fattore di 
proliferazione e differenziamento in granulociti, è anche un potente induttore 
della mobilitazione delle cellule staminali ematopoietiche dal midollo osseo al 
flusso sanguigno, senza agire direttamente le stesse cellule progenitrici. 33 
 
Le cellule CD34+ di ogni campione sono state divise in tre aliquote e, 
ciascuna di esse, è stata aggiunta in un pozzetto. Due aliquote di ciascun 
campione sono state sottoposte a perturbazioni metaboliche tipiche del diabete 
mellito: esposte a Glucosio (G) 22.2 mmol/l e ad una miscela di acidi grassi liberi 
(FFA) (oleico e palmitico, in rapporto 2:1) 0.5 mmol/l. Un’aliquota non è stata 
trattata e rappresenta il nostro controllo (CTRL). La piastra è stata incubata fino a 
10 giorni a 37° C e 5% CO2, fino al raggiungimento di una confluenza pari all’80% 
grazie al monitoraggio giornaliero al microscopio ottico. Al termine del periodo 
d’incubazione, le cellule sono state raccolte ed effettuati studi di biologia 
molecolare, sulla vitalità cellulare. Il surnatante è stato raccolto per il dosaggio 
dello stress ossidativo. 
 
Metodo. Il medium di coltura, dopo l’aggiunta dei fattori di crescita (2 μl di 
TPO, 1 μl di SCF, 1 μl di GCSF) è stato aggiunto nella multiwell (1 ml per pozzetto) 
e la piastra tenuta per 15 minuti a 37°C. Al termine del periodo d’incubazione, 
100 µl di soluzione di Hanks contenente le cellule sono stati suddivisi nei pozzetti 
con o senza l’aggiunta di Glucosio 22.2 mmol/l e FFA 0.5 mmol/l.  Le piastre sono 
state tenute a 37°C e CO2 al 5% fino a 10 giorni e, al termine del periodo di 
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incubazione sono state raccolte per la conta e vitalità cellulare e per studi di 
biologia molecolare.   
 
6.3 Valutazione qualitative delle cellule con immunofluorescenza 
Principio del metodo. L’immunofluorescenza è una tecnica di indagine 
condotta mediante l’uso di anticorpi diretti contro antigeni di cui si vuole vagliare 
la presenza in cellule o tessuti. Questi ultimi possono essere marcati con 
sostanze fluorescenti (fluorofori o fluorocromi) in grado di assorbire onde ad alta 
frequenza e riemetterle nel visibile le quali permettono di evidenziare gli 
eventuali immunocomplessi antigene-anticorpo al microscopio a fluorescenza.34 
Il fluorocromo più impiegato è l’isotiocianato di fluorescina (FITC) che 
assorbendo raggi ultravioletti emette luce verde.  Per il nostro studio, abbiamo 
effettuato un’immunofluorescenza indiretta in quanto l’anticorpo primario che 
riconosce l’antigene non è marcato ed è necessario, per rilevare l’eventuale 
immunocomplesso formatosi, utilizzare un anticorpo secondario legato ad un   
fluorocromo. Nell’anticorpo primario si riconoscono fondamentalmente due 
regioni: una regione variabile, che riconosce l’antigene, e una regione costante 
che rappresenta la struttura base dell’anticorpo. Per tale motivo è possibile 
ricreare in laboratorio diversi anticorpi primari che riconoscono differenti 
antigeni semplicemente cambiando la regione variabile e mantenendo inalterata 
quella costante, la quale può essere riconosciuta dall’anticorpo secondario.  
Ai normali anticorpi con fluorocromi, a volte, possono essere aggiunti altri 
coloranti fluorescenti quali, ad esempio, il DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindolo) 
colorante organico che possiede la capacità di passare attraverso la membrana 
cellulare e che può essere utilizzato per marcare le cellule vive. Il DAPI si lega  alle 
regioni del DNA ricche in sequenze A-T, mettendo in evidenza i nuclei cellulari.  
La metodica dell’immunofluorescenza è stata utilizzata per evidenziare la 
presenza sulle nostre cellule dell’antigene CD34+, marcatore delle cellule 
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staminali emopoietiche, della G Protein-Coupled Receptor 40 (GPR40), recettore 
degli acidi grassi liberi e del trasportatore del Glucosio 2 (GLUT2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13.  Immunofluorescenza indiretta. Fonte: http://www.virology.ws 
 
Metodo. Per prima cosa si provvede al fissaggio delle cellule sul vetrino da 
microscopia. Viene infatti utilizzata una soluzione di fibronectina (1 μg/μl) e PBS 
1x costituita in modo tale da mettere 1 μg di fibronectina per ogni cm2 del 
vetrino. Si lascia in incubazione per 1 ora in modo che la fibronectina aderisca 
bene al vetrino. Questo passaggio è fondamentale per permettere il legame e la 
permanenza sul vetrino delle cellule da osservare. Successivamente è  previsto 
un lavaggio veloce con PBS e l’aggiunta delle cellule precedentemente preparate, 
centrifugate e risospese nel volume utile allo scopo. Dopo una notte di 
incubazione a 37°C, si ottiene il fissaggio delle cellule sul vetrino, per cui si 
procede con il trattamento con gli anticorpi. 
Per l’allestimento dell’immunofluorescenza si incuba il vetrino con la 
paraformaldeide per 30 minuti a temperatura ambiente; successivamente si 
prepara una soluzione di NBS 2% (PBS 1x e albumina 2%) che, dopo gli opportuni 
lavaggi, viene utilizzata per preparare il vetrino al trattamento con gli anticorpi. 
In seguito si tratta con l’anticorpo primario che viene portato alla concentrazione 
3 μg/ml in NBS 2%. Dopo incubazione per 60 minuti a 37°C in agitazione, si 
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rimuove l’eccesso di anticorpi non legati e poi si tratta con l’anticorpo secondario 
diluito 1:2000 in NBS 2% e si incuba per ulteriori 45 minuti a 37°C in agitazione. 
Da questo step in poi è necessario mantenere il vetrino al buio e protetto da 
fonti luminose così da ridurre quanto più possibile fenomeni di 
fotodecolorazione. Si eseguono gli ultimi lavaggi per rimuovere gli eccessi di 
anticorpo secondario e si dispone il vetrino coprioggetti, quindi si osserva al 
microscopio a fluorescenza. Il fluoroforo indica la presenza dell’antigene 
ricercato sulla superficie cellulare.  
In tabella 2 sono riportati gli anticorpi primari e secondari utilizzati 
nell’immunofluorescenza. 
 
 Anticorpo I Anticorpo II 
CD34+ ICO-115 IgG mouse monoclonal, 
SantaCruzTM, Biotechnology 
goat anti-mouse IgG-FITC  
Santa CruzTM , Biotechnology 
GPR40 E-20 IgG goat polyclonal, 
SantaCruzTM, Biotechnology 
donkey anti-goat IgG-FITC 
SantaCruzTM, Biotechnology 
GLUT2 H-67 IgG rabbit  polyclonal, 
SantaCruzTM, Biotechnology 
goat anti-rabbit IgG-FITC 
SantaCruzTM, Biotechnology 
 
Tabella  2. Anticorpi primari e secondari utilizzati per la valutazione qualitativa 
delle cellule mediante immunofluorescenza. 
 
 
7.3 Valutazione dell’apoptosi e della necrosi cellulare 
L’apoptosi, o morte cellulare programmata, è un fenomeno importante per 
una corretta omeostati dei tessuti che permette di eliminare cellule vecchie o 
danneggiate. In casi di cattiva regolazione, questo meccanismo può causare 
patologie che comportano una completa distruzione di un’unità funzionale, di un 
tessuto o di un organo. Uno dei primi stadi dell’apoptosi è la traslocazione della 
fosfatidilserina (un fosfolipide di membrana) dal lato interno al lato esterno della 
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membrana plasmatica. I macrofagi, che possiedono recettori per questo 
fosfolipide, lo riconoscono e rimuovono le cellule in apoptosi fagocitandole. Il kit 
utilizzato per la misurazione del tasso di apoptosi nelle nostre cellule è stato 
l’Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). 
L’annessina V (proteina fosfolipidica) è coniugata con il fluoroforo fluoresceina 
isotiocianato (FITC) che, in presenza di calcio, si lega alla fosfatidilserina 
emettendo nel verde rendendo così visibili le cellule in apoptosi. Ma tale legame 
può avvenire anche in assenza di apoptosi poiché durante la necrosi, un processo 
patologico nel quale si verificano alterazioni cellulari irreversibili che ne causano 
la perdita di vitalità, si ha la rottura della membrana plasmatica e l’annessina può 
legarsi alla fosfatidilserina penetrando tra i pori della membrana non più 
integra. Quindi viene aggiunto un altro fluoroforo che permetta di verificare 
l’integrità della membrana. A questo scopo utilizziamo lo ioduro di propidio (PI) 
fornitoci dal kit, un intercalante del DNA, che si intercala stechiometricamente e 
fluoresce nel rosso nel caso in cui la membrana cellulare sia 
compromessa. Questa combinazione permette di differenziare cellule in apoptosi 
precoce (annessina V positive, PI negative), cellule necrotiche (annessina V 
positive, PI positive), e cellule vive (annessina V negative, PI negative). 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14. Meccanismo di funzionamento del kit di apoptosi e necrosi. Fonte: immagine 
riadattata dahttp://www.biomol.de/dateien/infos_nr647.gif. 
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Metodo. La multiwell da 96 pozzetti è stata centrifugata a 400 xg per 5 
minuti a temperatura ambiente, aspirato delicatamente il surnatante e aggiunto, 
ad ogni pozzetto, 100 μl di Assay Binding Buffer 1X. Dopo una nuova 
centrifugata, sono stati aggiunti 50 μl di Detection mix (per 500 μl di Assay 
Binding Buffer 1X aggiungere 5 μl di Annessina V-FITC 50 μg/ml e 10 μl PI 100 
μg/ml), evitando quanto più possibile l’esposizione alla luce. Dopo incubazione al 
buio per 10 minuti a temperatura ambiente e successiva centrifugazione, sono 
stati aggiunti 100 μl di Assay Binding Buffer 1X e si procede con la lettura allo 
spettrofluorimetro, impostando le seguenti lunghezze d’onda: 485 nm 
(eccitazione) e 535 nm (emissione) per l’annessina V-FITC, 560 nm (eccitazione) e 
595 nm (emissione) per il PI. 
8.3 Dosaggio proteico con il metodo Bradford 
Il dosaggio delle proteine presenti nel nostro terreno di coltura è stato 
effettuato con il metodo Bradford il quale si basa sulla misura dell'assorbanza di 
un reagente affine per le proteine, il Comassie Brilliant Blue (reagente di 
Bradford, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) . Questo colorante, in soluzione 
acida, si lega alle proteine tramite legami elettrostatici che si formano fra i propri 
gruppi sulfonici e la proteina, formando così un complesso colorato che vira al 
blu con una lunghezza d'assorbimento di 595 nm.  
 
 
 
 
 
Figura 15. Meccanismo di reazione del reagente Bradford in presenza di proteine. Fonte: 
Fonte: www.qcbio.com. 
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   La quantità di colorante che si lega è proporzionale alla quantità di proteine, 
per cui l’intensità del blu e l’assorbimento saranno proporzionali alla 
concentrazione proteica del campione in esame. 
             Metodo. Per prima cosa è stata preparata una curva di taratura ottenuta 
diluendo una soluzione standard di albumina a differenti concentrazioni (2 
mg/ml, 1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml e 0.0625 mg/ml) e sono stati diluiti 
1:50 i campioni da dosare. A questo punto e stato aggiunto 1 mL di Comassie 
Brilliant Blue (reattivo di Bradford) a 20 μl di ciascuno standard, a 20 μl di H2O 
deionizzata (utilizzata come bianco) e ad un’aliquota di 20 μl di ciascun 
campione. Infine, i campioni sono stati incubati 5 minuti a temperatura ambiente 
prima della lettura allo spettrofotometro. La concentrazione proteica di ciascuna 
soluzione e stata estrapolata dalla curva di taratura precedentemente preparata. 
 
9.3 Dosaggio della nitrotirosina con metodica ELISA 
Principio del test. I residui di tirosina presenti all'interno delle proteine 
rappresentano il principale bersaglio delle specie reattive NO-derivate e possono 
essere convertiti a 3-nitrotirosina attraverso l'aggiunta di un gruppo nitro-NO2 
all'anello aromatico (reazione di nitrazione). Tale conversione determina una 
modifica covalente e stabile dei residui di tirosina, che altera la struttura e la 
funzione biologica della proteina nitrata. La concentrazione della nitrotirosina (N-
tyr) plasmatica è stata determinata mediante saggio ELISA, come indice della 
presenza di perossinitrito, un potente ossidante. In questa metodica e utilizzato 
un anticorpo primario monoclonale diretto contro un epitopo della nitrotirosina 
attiva (mouse, monoclonal HM-111, IgGb, 0.1 mg/ml, BIOMOL PA, USA) e un 
anticorpo secondario anti-mouse coniugato con l’enzima perossidasi di rafano 
(anti-mouse alla concentrazione di 0.4 µg/µl Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). 
L’aggiunta della3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), substrato cromogeno della 
perossidasi, implica la formazione di un composto colorato di blu, la cui misura è 
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proporzionale alla concentrazione di enzima coniugato all’anticorpo, che a sua 
volta riflette la quantità di antigene presente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Meccanismo di dosaggio della nitro tirosina. Fonte: riadattata da 
http://www.rndsystems.com/ 
 
 
Metodo. Il primo passo è stato quello di dosare la concentrazione proteica 
dei campioni di surnatante mediante dosaggio proteico con Bradford in modo 
tale da caricare sulla piastra 65 μl di campione con la stessa concentrazione 
proteica ai pozzetti di una piastra multiwell a 96 pozzetti per adesione. 
Successivamente 135 μl di buffer carbonato 0.1M sono stati aggiunti a ciascun 
pozzetto raggiungendo un volume di 200 μl per ciascun punto sperimentale; 200 
μl di buffer carbonato sono stati aggiunti ad un pozzetto privo di campione, in 
modo da rappresentare il nostro bianco. La piastra è stata poi incubata per tutta 
la notte a 4 °C, cosi da favorire l’adesione delle proteine sul fondo dei pozzetti. Il 
giorno successivo la piastra e stata svuotata accuratamente e rimosse le proteine 
non adese mediante 3 lavaggi consecutivi per 2 minuti a temperatura ambiente 
con 150 μl di tampone di lavaggio (PBS 1X + 0.05% Tween 20). A questo punto, 
sono stati aggiunti per ciascun pozzetto 200 μl di BSA 0.1% in PBS-T, necessaria a 
bloccare i legami aspecifici, e la piastra e stata incubata per 60 minuti a 37°C. Al 
termine di tale periodo, sono stati effettuati due lavaggi, aggiunti a ciascun 
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pozzetto 100 μl di anticorpo primario monoclonale anti-nitrotirosina e la piastra 
è stata nuovamente incubata per 60 minuti a 37°C. Al termine dell’incubazione, 
dopo tre lavaggi, sono stati aggiunti 100 μl di anticorpo secondario antimouse, e 
la piastra e stata incubata a 37°C per 45 minuti. A questo punto e stato rimosso 
l’eccesso di anticorpo secondario mediante tre lavaggi, sono stati aggiunti 150 μl 
di TMB e la piastra è stata incubata per 10-15 minuti al buio, controllando 
periodicamente lo sviluppo del colore. Quando la quantità di colore sviluppata 
grazie all’ausilio del TMB risulta essere sufficiente, la reazione è stata bloccata 
aggiungendo 50 μl di soluzione di stop (H2SO4 0.5 M) e la lettura è stata eseguita 
alla lunghezza d’onda di 450 nm con fondo a 650 nm, in un lettore per piastre.   
 
10.3 Estrazione del DNA genomico 
Il Kit utilizzato per il nostro studio è il QIAamp® Viral DNA Mini Kit 
(QIAGEN). Questo Kit consente l'estrazione di DNA genomico filtrando più volte il 
campione a seguito di lisi cellulare grazie all’ausilio di colonnine da centrifuga 
specifiche dotate di un filtro ed, essendo dotato principalmente di due diversi 
buffer di lavaggio, si ha l’eliminazione efficiente di eventuali agenti inquinanti 
residui in modo da migliorare significativamente la purezza del DNA eluito. 
 
Metodo. Le cellule CD34+ estratte sono state risospese in 100 μl di PBS 1x 
e, successivamente, sono stati aggiunti 10 μl di Proteinasi K. Il tutto è stato 
passato al vortex per 15 secondi. Ad ogni campione sono stati aggiunti 100 μl  di 
buffer AL contenente 1 μl di RNA carrier e passato ancora al vortex per 15 
secondi. I campioni, nei rispettivi tubi, sono stati poi messi in un bagnetto a 56° C 
per 10 min. Dopo una breve centrifugata utile a rimuovere eventuali gocce dal 
tappo del tubo, ad ogni campione sono stati aggiunti di 50 μl di Etanolo puro (96-
100%). L’utilizzo del solo etanolo è preferito, in quanto altri alcool potrebbero 
ridurre la resa e la qualità del DNA purificato, pertanto è importante che libero 
da sostanze denaturanti. Dopo aver miscelato bene per 15 secondi al vortex la 
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provetta viene incubata per 3 minuti a temperatura ambiente (15-25°C): al 
termine, viene fatta nuovamente una breve centrifugazione. Successivamente, la 
soluzione viene trasferita nelle colonnine QIAmp MinElute, evitando di bagnare 
le pareti, e centrifugata a 6000xg (8000 rpm) per 1 minuto. Se il lisato non è 
completamente passato attraverso la membrana, il campione viene centrifugato 
nuovamente a velocità superiore. Dopo aver scartato l’eluato, la colonnina viene 
trasferita in un tubo da 2ml pulito, aggiunti 500 μl di buffer AW1, centrifugata a 
6000xg (8000 rpm) per 1 minuto, scartato il filtrato, aggiunti 500 μl di buffer 
AW2 e centrifugata nuovamente a 6000xg (8000 rpm)  per 1 minuto. Al termine, 
l’eluato viene scartato e, per assicurare un’efficiente rimozione dell’AW2 con gli 
eventuali contaminanti, viene effettuata un’ulteriore centrifugazione a 2000xg 
(13200rpm) per 4.5 minuti. Nell’ultimo passaggio, il filtro contenente il nostro 
DNA viene posizionato su una nuova eppendorf, vengono aggiunti 50 μl di buffer 
AE e la provetta viene incubata per 5 minuti a temperatura ambiente (15-25°C). 
Successivamente viene centrifugato il tutto per un 1.5 minuti a 20000xg (13200 
rpm). A questo punto il filtro può essere eliminato e il filtrato ottenuto sarà la 
soluzione contenente il DNA purificato il quale è stato poi quantificato allo 
spettrofotometro. 
 
11.3 Estrazione dell’ RNA totale 
Il kit che è stato utilizzato per l’estrazione dell’RNA totale è il QIAamp Viral 
RNA Mini Kit (QIAGEN) che possiede in dotazione colonnine con filtro, buffers di 
lavaggio e DNAsi35  (da utilizzare a discrezione dell’operatore). Il filtro presente 
nelle colonnine permette l’isolamento dell’RNA intatto e con un elevato grado di 
purezza. Il carrier-RNA, aggiunto al buffer AVL, migliora il legame dell’ RNA alla 
membrana di silice, mentre le condizioni saline ed il pH assicurano che proteine e 
altri contaminanti, non vengano trattenute sulla colonnina. Eventuali agenti 
inquinanti residui sono eliminati, in modo efficiente, usando due differenti 
tamponi di lavaggio, AW1 e AW2, che migliorano significativamente la purezza 
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del RNA eluito. Inoltre, l’uso del buffer AVE (acqua RNasifree e sodio azide 
0.04%) impedisce la crescita microbica e l’eventuale contaminazione con RNasi, 
favorendo allo stesso tempo l’eluizione del RNA totale legato alla colonnina. 
Metodo. Per l'esecuzione sono stati utilizzati materiali e soluzioni RNA-free 
cosi da evitare possibili contaminazioni del campione. Il primo passaggio prevede 
di aggiungere al nostro campione 140 μl di una soluzione salina (HANK’S SALT 
SOLUTION)  e successivamente aggiungere 560 μl di buffer AVL-carrier RNA (5.6 
μl). Il tutto è stato passato al vortex per almeno 15 secondi e incubato a RT per 
10 minuti: l’aggiunta del carrier-RNA garantisce l’isolamento di acidi nucleici 
integri. Al termine dell’incubazione i campioni sono stati brevemente centrifugati 
per rimuovere eventuali gocce dal tappo. Successivamente è stato scartato il 
surnatante, sono stati aggiunti 560 μl di etanolo puro (96-100%) e ciascun 
campione e stato passato al vortex per 15 secondi. A questo punto 630 μl della 
soluzione ottenuta e stata trasferita su eppendorf dotate di colonnina e 
centrifugata a 6000 xg (8000 rpm) per 1 minuto; dopo aver scartato l'eluato, la 
colonnina è stata inserita in un nuovo tubo da 2mL e l’intero passaggio e stato 
ripetuto. Dopo aver scartato nuovamente il tubo di raccolta contenente l’eluato 
ed averlo sostituito con uno nuovo, è stata preparata la soluzione composta da 
10 μl di DNasi e 90 μl di Buffer per DNasi e ne sono stati introdotti 95 μl nella 
colonnina con filtro: il tutto è stato incubato per 15 minuti a temperatura 
ambiente. Mediante due successive fasi di lavaggio sono stati eliminati ventuali 
agenti inquinanti residui: per prima, sono stati aggiunti alla colonnina 500 μl di 
buffer  AW1 e di seguito i campioni sono stati centrifugati a 6000 xg (8000 rpm) 
per 1 minuto. A questo punto, dopo aver scartato l’eluato, sono stati aggiunti 
500 μl di buffer  AW2 a ciascuna colonnina, è stata nuovamente centrifugata a 
20000 xg (13200 rpm) per 4 minuti e trasferita in un’eppendorf da 1,5 mL pulita. 
Infine dopo aver aggiunto 40 μl di buffer AVE, i campioni sono stati centrifugati a 
6000 xg (8000 rpm) per 1 minuto e l'eluato recuperato è stato quantificato allo 
spettrofotometro. 
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12.3 Misurazione degli acidi nucleici tramite spettrofotometro 
Principio di funzionamento. Le basi puriniche e pirimidiniche degli acidi nucleici 
sono caratterizzate dalla capacità di assorbire le radiazioni UV con lunghezza 
d'onda di 260 nm. Grazie a questa proprietà è possibile effettuare delle 
misurazioni di assorbanza con uno specifico strumento, lo spettrofotometro, per 
poi risalire alla concentrazione dell’acido nucleico. L’assorbanza è un parametro 
correlato con la quantità di radiazione luminosa assorbita dal campione ed è 
definita mediante la Legge di Lambert & Beer. Gli spettrofotometri di recente 
innovazione, calcolano automaticamente la concentrazione del campione in 
esame esprimendola in µg/ml. 
Due ulteriori letture a 280 nm e 230 nm permettono di determinare la purezza 
dell’acido nucleico: misurando il rapporto A260/A280 si ottiene un indice della 
contaminazione da proteine; per il DNA tale rapporto deve essere compreso tra 
1,65 e 2,50. Misurando, invece, il rapporto A260/A230 si ottiene un indice della 
contaminazione da carboidrati e fenoli contenuti negli eventuali solventi utilizzati 
per la purificazione del DNA.  Il valore ottimale di questo rapporto è di circa 2,20. 
Metodo. Per eseguire la quantificazione è stata rilevata l'assorbanza di 3 μl 
RNA e 5 μl di DNA, diluiti rispettivamente in 997 μl e 995 μl di H2O deionizzata, 
posti in una cuvetta di quarzo.  
 
13.3 Retrotrascrizione  
La retrotrascrizione produce molecole di DNA complementari (cDNA) a 
tutti gli mRNA presenti in un campione. La reazione avviene grazie all'enzima 
trascrittasi inversa, che sintetizza una catena di DNA complementare a uno 
stampo di mRNA, utilizzando i quattro desossiribonucleotidi trifosfato (dNTPs) ed 
un primer, una breve molecola che si appaia all'estremita 3', necessario per 
avviare la reazione. Il kit utilizzato per la retrotrascrizione dell’RNA totale è 
l’iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, CA, USA). Le soluzioni presenti nel kit 
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sono: la 5x iScript Reaction Mix, l’iScript Reverse Transcriptase e la nuclease-free 
water. L’enzima trascrittasi inversa, insieme alla soluzione di oligo(dT) e primers 
esamerici casuali, in presenza di mRNA, può sintetizzare molecole di cDNA.  
 
Metodo. Per un volume finale di reazione di 20 µi, sono stati aggiunti 4 μl 
di iScript reaction mix 5x, 1 μl di iScript reverse transcriptase, X µl di  RNA (il 
volume varia a seconda della concentrazione iniziale, per aggiungere almeno 1 
µg di RNA totale), portando il tutto a volume con H2O RNAse-free. La soluzione è 
stata poi posta in un termociclatore (GeneAmp PCR System 2400, PerkinElmer, 
MA, USA), utilizzando il seguente ciclo termico: 
 
 
 5 minuti a 25°C  
 30 minuti a 42°C  
 5 minuti a 85°C 
 4° C stop 
 
L’elevata temperatura è necessaria per inibire l’attività della polimerasi e 
anche per separare le catene di cDNA di nuova sintesi dalle catene di RNA 
complementari.  
 
14.3 PCR Real-Time 
Principio di funzionamento. La PCR (Polymerase Chain Reaction) o 
reazione a catena della polimerasi, rappresenta una delle tecniche di biologia 
molecolare più diffusamente utilizzate nei laboratori di ricerca e non solo. Nata 
nel 1983 da un’intuizione di Kary Mullis (Premio Nobel nel 1993), permette 
l’amplificazione di un segmento di DNA in studio, conoscendone la sequenza 
delle estremità ma, nella sua forma originale, non permette la sua 
quantificazione. Per superare tale limite viene oggi utilizzata una variante 
denominata PCR Real-Time capace di misurare i prodotti di reazione in tempo 
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reale durante tutti i cicli e, grazie alla sua sensibilità,  è la tecnica più utilizzata in 
microbiologia, diagnostica, biotecnologie e medicina molecolare. L’analisi del 
plot di amplificazione risultante dalla PCR Real-Time, è fatta definendo un valore 
soglia Ct (threshold) arbitrario scelto dall’operatore in base ai valori dei bianchi e 
quando il plot interseca la soglia si definisce il punto Ct (threshold cycle), ovvero 
il ciclo nel quale ciascun campione interseca la threshold line, ed è inversamente 
proporzionale alla quantità di templato iniziale. La threshold line è il livello in cui 
la reazione raggiunge un’intensità di fluorescenza superiore al background, 
definibile nella fase esponenziale della reazione di amplificazione. 
 Esistono diversi protocolli per l’attuazione di questa tecnica e sono tutti basati 
sul rilevamento di segnali fluorescenti, i più utilizzati sono: Sybr Green e TaqMan.  
 
TaqMan. La Real-Time PCR TaqMan utilizza sonde rivelatrici di fluorescenza 
capaci di accrescere significativamente la specificità di amplificazione. La 
valutazione quantitativa dell’acido nucleico è quindi affidata alla rivelazione e 
alla conseguente quantificazione di un"reporter" fluorescente, il cui segnale 
cresce in maniera proporzionale alla quantità del prodotto di PCR presente : 
viene disegnata una sonda gene-specifica, generalmente lunga dalle 20 alle 30 
paia di basi, capace di appaiarsi all’interno della sequenza riconosciuta dalla 
coppia di primer utilizzata. Tale sonda contiene due fluorocromi: FAM (6-
carboxy-fluorescein) o VIC (4,7,2'-tricloro-7'-fenil-6-carbossifluoresceina) come 
reporter fluorescente, legato covalentemente all’estremità 5’, e TAMRA (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine) come quencher legato covalentemente 
all’estremità 3’, capace di assorbire nello spettro di emissione del reporter. 
Finché la sonda è integra, la vicinanza tra quencher e reporter annulla 
l'emissione del segnale di fluorescenza. Replicando lo stampo, la Taq DNA 
polimerasi incontra la sonda e comincia a degradarla grazie alla sua attivita 5'-
esonucleasica. L’allontanamento del reporter dal quencher pone fine all’attività 
di assorbimento di quest’ultimo e fa si che il reporter inizi ad emettere 
fluorescenza. L’incremento di fluorescenza osservato e proporzionale alla 
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quantità di prodotto di PCR presente. E’ possibile utilizzare vari tipi di 
fluorocromi per marcare sonde diverse e ciò consente di rilevare 
contemporaneamente più di una sequenza target in una sola reazione, 
realizzando cosi una PCR multiplex. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  17. Reazione di PCR con la sonda TaqMan. Fonte: www.appliedbiosystems.com 
 
 
SybrGreen. La SybrGreen è un colorante aspecifico che fluoresce 
fortemente quando si intercala in una molecola di DNA a doppia elica (dsDNA), 
legandosi al solco minore della molecola. Il complesso dsDNA-Sybr Green 
assorbe luce blu alla lunghezza d’onda di 488 nm ed emette luce verde alla 
lunghezza d’onda di 522 nm. Inizialmente, nella miscela di reazione, sono 
presenti: DNA, primers e molecole di Sybr Green e durante i cicli di 
denaturazione, non essendo presenti molecole di DNA a doppio filamento, le 
molecole di Sybr Green emetteranno una fluorescenza minima. Durante 
l’avanzamento della reazione, nel corso di ogni fase di allungamento, la 
fluorescenza aumenterà progressivamente, man mano che aumenteranno il 
numero di copie dell’amplicone. L’incremento di fluorescenza rilevato è quindi 
proporzionale al numero di molecole Sybr Green intercalate nella doppia elica 
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del DNA. Essendo la Sybr Green aspecifica, si intercala in qualsiasi dsDNA 
presente nella reazione, compresi i dimeri dei primers e prodotti aspecifici che 
potrebbero formarsi, e questo potrebbe comportare una rilevazione sbagliata 
della concentrazione del campione. Quindi, per avere indicazioni sulla purezza 
dei prodotti di reazione e sull’eventuale presenza di aspecifici, si analizza la curva 
di melting: questa si forma quando la reazione di PCR termina e la temperatura 
da 65°C, dove vi è fluorescenza massima in quanto tutto il DNA è a doppio 
filamento, aumenta gradualmente fino a 90°C in cui la fluorescenza è minima in 
quanto il DNA è a singolo filamento. Nel momento in cui la fluorescenza cala, 
provoca un flesso nella curva corrispondente alla temperatura di melting del 
prodotto di reazione, cioè il 50% del materiale amplificato è in forma di single 
strand DNA (ssDNA). Nel caso in cui sia visibile più di un flesso, il rischio è quello 
di aver amplificato target aspecifici. Per comodità, i flessi della curva di 
fluorescenza sono trasformati in picchi facendone la derivata prima. 36, 37,38,39,40 
 
 
 
 
Figura 18. Esempio di reazione di PCR-RealTime con utilizzo di SybrGreen.  Fonte: 
www.appliedbiosystems.com 
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15.3 Valutazione dell’espressione genica con metodica Real-Time PCR 
Sybr Green 
Attraverso la RT-QPCR (Reverse Transcription Quantitative Polymerase 
Chain Reaction) è possibile monitorare in tempo reale l’andamento della 
reazione di sintesi della DNA polimerasi così da quantificare l’espressione dei 
geni in studio. Questo sistema sfrutta la molecola fluorescente Sybr Green I e 
richiede l’analisi di una curva di melting per la discriminazione dei prodotti di PCR 
ottenuti (controllo qualità). Le espressioni analizzate in questo studio con questa 
metodica fanno riferimento al gene GPR40, recettore degli acidi grassi liberi, ai 
geni hTERT e hTERC che codificano per, rispettivamente, la subunità catalitica e 
la componente a RNA dell’enzima telomerasi, GLUT 2, gene che codifica per il 
glucotrasportatore di tipo 2. Per poter poi confrontare l’espressione di un gene 
target in condizioni differenti, è necessario normalizzare i valori ottenuti con 
quelli di un gene avente espressione costante detto housekeeping. E’ stato 
utilizzato quello codificante per la Beta-Actina. 
 
Per ogni punto sperimentale è stata preparata una miscela di reazione con un 
volume finale di 20 µl, contenente: 
 
 10 μl di Sybr Green-iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix, contenente 
desossiribonucleotidi trifosfato, Taq DNA polimerasi e molecola Sybr 
Green I (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, UK);  
 1 µl di cDNA (50 ng); 
 1 μl di ciascun oligo reverse;  
 1 μl di ciascun oligo forward;  
 7 μl di H2O RNasefree.  
 
Successivamente, la piastra multiwell da 48 per lettura in fluorescenza 
(MultiplateR PCR PlatesTM, Bio-Rad, CA, USA) è stata inserita nel termociclatore 
ed è stato impostato il protocollo specifico.  
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Sonde utilizzate per l’analisi dell’espressione genica 
GPR40: PrimePCR SYBR Green Assay FFAR1, Human, qHsaCED0019570, BioRad 
GLUT2: PrimePCR SYBR Green Assay SLC2A14, Human,qHsaCED0046966, BioRad 
β–actina: PrimePCR SYBR Green Assay ACTB, Human, qHsaCED0036269, BioRad 
 
 
Tabella  3. Primers utilizzati per lo studio dell’espressione genica con metodica Real- 
Time PCR Sybr Green. 
 
La valutazione dei dati è stata eseguita con il metodo ∆Ct 41, sono state fatte le 
medie dei cicli soglia (Ct),  del gene target e del gene housekeeping . 
Successivamente è stata sottratta la media del gene housekeeping da quella 
ottenuta per il gene target: 
∆Ct = media Ct Target - media Ct housekeeping 
Il risultato (∆Ct) è stato posto come esponente negativo di 2 (2-∆Ct) ottenendo il 
numero di volte che quel gene target è stato espresso in ogni condizione 
sperimentale. 
 
 
 
 
 
 
Figura  19. Protocollo di espressione genica. 
Primers Sequenza 5’                3’ 
hTERT  α R CGTGCCCATGGGCGGCCTTC 
hTERT  α F GGCGC GTACGACACCATCCC 
hTERC1 R AGGCCTGAACCTGCCCTCG 
hTERC1 F GCGGAAAAGCCTCGGCCTGC 
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16.3 Studio della lunghezza dei telomeri mediante multiplex Real-
Time QPCR 
Principio di funzionamento. Per determinare la lunghezza dei telomeri si è 
effettuata una multiplex Real Time-PCR quantitativa (QPCR),  la quale si serve 
dell’amplificazione contemporanea di una curva standard di DNA che ci permette 
di ottenere una misura relativa della lunghezza dei telomeri stessi. La curva 
standard è ottenuta mediante diluizione di una quantità nota di oligonucleotidi 
contenenti solo ripetizioni TTAGGG il cui numero, in ogni standard, è calcolato 
usando dei parametri definiti. Questo sistema ha permesso di determinare 
contemporaneamente il numero relativo di copie di due differenti sequenze 
sfruttando un singolo fluoroforo intercalante del DNA, il Sybr Green. La molecola, 
intercalandosi nei  dsDNA, consente di acquisire il segnale fluorescente emesso 
dagli ampliconi dei telomeri e dagli ampliconi della 36B4, sonda usata come 
riferimento. La lunghezza media relativa dei telomeri viene poi espressa come il 
rapporto tra il numero di copie delle ripetizioni telomeriche sintetizzate ed il 
numero di copie di 36B4 amplificate. Moltiplicando il rapporto per un valore 
costante pari a 4270, si ottiene la lunghezza del telomero espressa come numero 
di paia di basi (bp). 
 
A B 
Figura  20. Curva standard per la valutazione dei telomeri (A) e della 36B4 (B) con 
metodica Multiplex Real-Time QPCR. 
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Metodo. La lunghezza dei telomeri delle cellule CD34+ è stata misurata 
attraverso una real-time PCR modificata rispetto al metodo di Cawthon42,43. Per 
ogni punto sperimentale è stata preparata una miscela di reazione contenente la 
mix SYBR GREEN (composta da desossiribonucleotidi trifosfato, Taq DNA 
polimerasi e molecola Sybr Green I) (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, 
UK), 1 μl di ciascun oligo, senso e anti-senso, specifico per i telomeri o per la 
36B4 (2000 nM per i telomeri e 300 nM per il 36B4)e un volume opportuno di 
H2O RNase-free. Successivamente, in ogni pozzetto della piastra da 48 posti per 
PCR (Multiplate® PCR PlatesTM, Bio-Rad, CA), sono stati aggiunti,alla miscela 
preparata,un volume pari a 0.1 ng/µl di DNA genomico. In TABELLA 4 sono 
riportate le sequenze dei primer utilizzate nello studio: 
 
Tabella 4. Primers utilizzati per lo studio dei telomeri con metodica Multiplex Real-Time 
QPCR. 
 
La mix, con le sonde dei telomeri, è stata incubata con il campione per un ciclo di 
15 minuti a 95°C, amplificata per 40 cicli di PCR con 5 secondi a 95°C, 10 secondia 
56°C and 60 secondi a 72°C. Per il 36B4, la mix è stata incubata per un ciclo di 15 
minuti a 95°C, amplificata per 40 cicli di PCR per 10 secondi a 95°C, 30 secondi a 
58°C e 30 secondi a 72°C. Per standardizzare i risultati sono stati utilizzati 
campioni di DNA genomico con lunghezza dei telomeri nota. 
Primers Sequenza 5’                3’ 
TELG2 Senso ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT 
TELC2 Anti-senso TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA 
36B4 Senso CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 
36B4 Anti-senso CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 
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17.3 Espressione genica con metodica Real-Time RT-PCR TaqMan 
Principio di funzionamento. La quantificazione dell’RNA estratto dalle cellule 
CD34+ è stata effettuata mediante real-time PCR con metodica Taqman (Applied 
Biosystem, Foster City, CA). E’ stata svolta l’analisi dell’espressione genica sulle 
cellule CD34+ in espansione per la valutazione del Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor gamma 2 (PPAR-gamma2), recettore nucleare per gli acidi 
grassi e codificato nell’uomo dal gene PPAR44,45, e per il gene housekeeping 
ciclofillina. 
 
Metodo. Per il saggio è stato utilizzato il ciclizzatore MiniOpticon Real-Time 
PCR System (BioRad) e l’analisi è stata effettuata su piastra Multiplate™ 48-Well 
Unskirted PCR Plates (BioRad). Per ogni pozzetto sono stati caricati 10 µL di 
SsoFast™ Probes Supermix (BioRad), contenente i dNTP e la Taq polimerasi, 1 µL 
di sonda 20x per il gene studiato, 1 µL di ciclofillina 20x, almeno 20 ng di cDNA 
del campione e un volume di H2O RNase free per portare ad un volume finale di 
20 µL. Il protocollo utilizzato ha previsto una temperatura di denaturazione di 
95°C per 3 minuti, quella di annealing di 95°C per 10 secondi, e quella di 
allungamento di 58°C per 1 minuto, per un totale di 49 cicli. La ciclofillina  è stata 
utilizzata come gene di riferimento per correggere le differenze quantitative di RNA 
totale aggiunto alla reazione e compensare ai diversi livelli di inibizione durante 
la trascrizione dell’RNA nonché durante la PCR stessa. 
 
 
 
 
 
 
Figura  211. Protocollo e cicli di amplificazione utilizzati per la metodica Real-Time RT-
PCR in TaqMan. 
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18.3 Analisi statistica 
L'analisi statistica è stata condotta con il modello test T di Student per dati 
indipendenti e l’ANOVA con Correzione del Bonferroni. Il test t permette di 
verificare se due variabili hanno medie, varianze o distribuzioni sovrapponibili e 
viene utilizzato per constatare se, la differenza presente tra il valore medio di 
una medesima misura, rilevata in due popolazioni differenti, sia dovuta o meno 
al caso. Il test ANOVA è invece utilizzato per confrontare due o più gruppi di dati, 
confrontando la variabilità interna a questi gruppi con la variabilità tra i gruppi. Si 
ricorre a questo test quando si vuole verificare se, la variabilità delle medie dei 
valori riscontrati in una popolazione sottoposta a diversi trattamenti, sia 
imputabile o meno al caso. Il livello di significatività impostato è quello del 5%, 
quindi per p<0.05, la probabilità che la differenza riscontrata tra i due campioni 
in esame sia casuale è inferiore al 5%, quindi il test è considerato statisticamente 
significativo e le due medie sono valutate come significativamente diverse. 
Infine, la Correzione del Bonferroni afferma che, se uno sperimentatore sta 
analizzando n ipotesi (dipendenti o indipendenti) su una serie di dati, il livello di 
significatività statistica che dovrebbe essere utilizzato per ogni ipotesi è 1/n volte 
quello che sarebbe loro attribuito se anche solo un’ipotesi fosse empiricamente 
testata. Tutti i dati sono espressi come valore medio ± errore standard della 
media (ES). 
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CAPITOLO 4 
Risultati 
1.4 Studio dell’espansione cellulare di cellule staminali CD34+ 
Principali caratteristiche dei soggetti coinvolti nello studio. In Tabella 5 sono 
riportate le principali caratteristiche cliniche dei soggetti reclutati per questo 
studio. In particolare sono indicati l’età, il sesso e l’indice di massa corporea 
(IMC).  
 n° Età (anni) Sesso (M/F) IMC (Kg/m2) 
ND 14 38 ± 13 2M/12F 21 ± 3.29 
T1DM 15 49 ± 8 7M/8F 25.6 ± 2.13 
T2DM 26 62 ± 10 15M/11F 34.6 ± 6.8 
 
Tabella  5. Principali caratteristiche dei soggetti coinvolti nello studio 
 
2.4 Isolamento ed espansione di cellule staminali CD34+  
Nella prima parte della tesi abbiamo isolato le cellule CD34+ da sangue 
periferico mediante il CD34 MicroBead Kit UltraPure (Miltenyi Biotec, 
Mönchengladbach, Germany) e, come riportato in Tabella 6, Grafico 1, non 
abbiamo notato una differenza significativa nel numero di cellule isolate fra 
soggetti ND, T1DM e T2DM.  
Utilizzando un anticorpo immunofluorescente, abbiamo valutato la presenza o 
meno di cellule CD34+ al termine della procedura di isolamento. In Figura 22 è 
riportato l’esempio di immagini del protocollo di immunofluorescenza con 
anticorpo anti-CD34+ (A) con relativa immagine di controllo in DAPI (B), 
effettuato su cellule staminali isolate da soggetti sani, a testimonianza della 
validità della procedura di isolamento. 
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A                                                                                B 
 
 
 
 
 
Figura 22. Esempio di immunofluorescenza con anticorpo anti-CD34+ in fluoresceina (B) 
con relativa immagine in DAPI (A), su cellule staminali isolate da soggetti sani.  
 
La Figura 23 è , invece,  un esempio fotografico dell’espansione delle cellule 
CD34+ in 10 giorni nel terreno di coltura StemLine II.   
 
 
 
                                               
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Esempio fotografico di espansione di cellule CD34+ in StemLine II 
rispettivamente a 0gg (1), 5gg (2), e 8gg (3), 10gg (4). Le cellule staminali sono state 
isolate da soggetti sani.  
 
 Come riportato in Tabella 6, Grafico 1, al termine del periodo di replicazione è 
stata fatta la conta cellulare ed è stato osservato che il numero delle cellule 
espanse era significativamente maggiore rispetto al tempo 0 (*=p<0.05 vs 0 gg, 
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test di Bonferroni), ma non differente rispetto alla tipologia del soggetto 
studiato.
 
n° di cellule  
 0gg  10gg  
ND 2.17E+04 ± 3.74+03 3.98E+05 ± 8.03+04* 
T1DM 3.85E+04 ± 1.31E+04 7.38E+05 ± 2.02E+05* 
T2DM 4.56E+04 ± 1.16E+04 3.53E+05 ± 8.75E+04* 
 
Tabella 6, Grafico 1. Numero di cellule CD34+ dopo 10gg di espansione nel terreno di 
coltura StemLine II. Al termine del periodo di incubazione, le staminali erano 
significativamente in numero maggiore rispetto al tempo 0, ma non differivano per 
patologia (*=p<0.05 vs 0gg, test di Bonferroni). 
 
 
E’ stato poi interessante notare come la vitalità cellulare era significativamente 
ridotta nei soggetti ND sia dopo 24h che dopo 10gg di coltura a 37°C (*=p<0.05 
vs 0 gg, test t di Student), mentre rimaneva invariata nei T1DM e T2DM 
(Tabella7, Grafico2). 
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Vitalità cellulare (% vs cellule totali) 
 0gg 10gg  
ND 5.20E-01 ± 2.98E-02 4.02E-01 ± 2.44E-02* 
T1DM 4.60E-01 ± 2.27E-02 4.95E-01 ± 6.12E-02 
T2DM 4.40E-01 ± 7.88E-02 4.03E-01 ± 3.15E-02 
 
Tabella 7, Grafico 2. Vitalità cellulare dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura 
StemLine II. Al termine del periodo di incubazione, la vitalità era significativamente 
ridotta nei ND, mentre rimaneva invariata nei T1DM e T2DM (*=p<0.05 vs 0gg, test-t di 
Student). 
 
La presenza nel terreno di coltura di FFA 0.5 mmol/l o glucosio 22.2 mmol/l ha 
indotto delle alterazioni nel numero di cellule espanse. In particolare, come 
riportato in Tabella 8, Grafico 3, sia la presenza di FFA che di Glucosio sembra 
inibire la replicazione cellulare nei soggetti T2DM, anche se non risulta un 
cambiamento  significativo rispetto ai 10gg senza la presenza delle perturbazioni 
metaboliche. Alle stesse condizioni sperimentali, non si sono osservate 
modulazioni significative nei soggetti ND e T1DM (*=p<0.05 vs 0gg senza FFA o 
Glucosio).  
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Tabella  8, Grafico 3. Numero di cellule CD34+ dopo 10gg di espansione nel terreno di 
coltura StemLine II, in presenza o meno di FFA 0.5 mmol/ o Glucosio 22.2 mmol/l. La 
presenza di acidi grassi liberi  e glucosio sembra inibire la replicazione cellulare nei 
soggetti T2DM (*=p<0.05 vs 0gg senza FFA o Glucosio, test di Bonferroni). 
 
 
 
Tuttavia, iperglicemia e ipernefemia sembrano ridurre significativamente la 
vitalità cellulare, dopo 10 giorni di coltura in presenza di FFA 0.5 mmol/l o 
Glucosio 22.2 mmol/l, sia in soggetti ND che T1DM e T2DM (*=p<0.05 vs 10gg 
senza FFA (Tabella 9, Grafico 4).  
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 0gg 10gg 10gg + FFA 10gg + Glucosio 
ND 2.17E+04 ± 3.74+03 3.98E+05 ± 8.03+04* 2.90E+05 ±5.09E+04* 3.67E+05 ± 5.78E+04* 
T1DM 3.85E+04 ± 1.31E+04 7.38E+05 ± 2.02E+05* 7.00E+05 ± 1.17E+05* 5.00E+05 ± 9.60E+04 
T2DM 4.56E+04 ± 1.16E+04 3.53E+05 ± 8.75E+04* 1.88E+05 ± 7.71E+04* 2.75E+05 ± 1.03E+05 
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Vitalità cellulare (% vs cellule totali) 
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Tabella 9, Grafico 4. Vitalità cellulare dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura 
StemLine II. Al termine del periodo di incubazione, la vitalità era significativamente 
ridotta sia nei ND che in T1DM e T2DM, rispetto al tempo 0 (*=p<0.05 vs 0gg senza FFA 
0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l, test-t di Student, #=p<0.05 vs 10gg senza FFA 0.5 
mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l, test di Bonferroni, °=p<0.05 vs 10gg +  FFA 0.5 mmol/l).  
 
 
In Figura 24 viene riportato un esempio della replicazione delle cellule CD34+ 
isolate da soggetti sani e pazienti con diabete mellito tipo 1 e 2, esposte o meno 
a elevate concentrazioni di glucosio o acidi grassi. Come visibile, la presenza di 
un’elevata concentrazione di acidi grassi o di glucosio sembra alterare la 
morfologia cellulare.  
*
* #
*°
*#
#
*#
#
0,00E+00
1,00E-01
2,00E-01
3,00E-01
4,00E-01
5,00E-01
6,00E-01
0gg 10gg 10gg + FFA 10gg + G
V
it
al
it
à 
ce
llu
la
re
 (
%
 v
s 
ce
llu
le
 t
o
ta
li)
ND
T1DM
T2DM
63 
 
 
 
                       
                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura  24. Immagini esempio della morfologia di cellule CD34+ isolate da ND (A), T1DM 
(B) e T2DM (C) dopo esposizione o meno, per 10 giorni, a FFA 0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 
mmol/l .  
 
3.4 Valutazione dell’espressione genica per GPR40 e GLUT2  
In letteratura sono scarsi o assenti gli studi riguardanti la presenza di 
recettori per acidi grassi o glucosio sulla superficie cellulare di staminali CD34+. 
Nel mio studio sono andata a valutare l’espressione genica di un recettore 
specifico per gli acidi grassi liberi, chiamato FFA1 (Free Fatty Acid 1), meglio 
                   CTRL                                      FFA 0.5 mmol/l                      Glucosio 22.2 mmol/l                     
 A 
 
      
 
 
               
B 
 
 
 
 
C 
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conosciuto come GPR40 (G-protein coupled receptor 40), codificato nell’uomo 
dal gene FFAR1.  Questa proteina di membrana lega gli acidi grassi liberi, agendo 
come un sensore dei nutrienti per la regolazione dell’omeostasi energetica. E’ 
molto espresso a livello delle isole  pancreatiche dove modula la secrezione 
insulinica.  
Quello che abbiamo osservato è che il messaggero per questo recettore sembra 
essere presente nelle cellule CD34+, con un’espressione significativamente 
maggiore nei T1DM rispetto sia a ND che T2DM (*=p<0.05 vs ND e T2DM). 
Tuttavia, dopo 10 gg di esposizione delle cellule a FFA, solo nei T2DM si è 
osservato un aumento significativo dell’espressione genica del recettore, rispetto 
al tempo 0 (#=p<0.05 vs T2DM 0gg). 
 
 
Espressione genica GPR40 (2^-∆Ct) 
 10gg 10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 3.99E-1 ± 1.38E-2 1.02 ± 4.15E-1 
T1DM 2.11E+1 ± 9.61* 1.33E+2 ± 7.07E+1 
T2DM 1.54E-1 ± 8.89E-2 3.72E+1 ± 1.96# 
 
Tabella 10, Grafico 5. Espressione genica per il recettore GPR40 in soggetti ND, T1DM e 
T2DM dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura StemLine II in presenza o meno di 
FFA 0.5 mmol/. La presenza degli acidi grassi induce un aumento significativo del 
messaggero nei soggetti con diabete mellito tipo 2, rispetto ai controlli (*=p<0.05 vs ND 
e T2DM 0gg; #=p<0.05 vs ND 10gg, test-t di Student). 
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Al fine di dimostrare la presenza del recettore sulle cellule CD34+, abbiamo 
valutato la presenza del GPR40 attraverso metodica immunofluorescente. La 
figura 25 è un’immagine esempio di quanto osservato su cellule CD34+ isolate da 
soggetti sani, utilizzando un anticorpo specifico anti-GPR40 (A) con relativa 
immagine DAPI (B), confermando la presenza del recettore sulle cellule staminali.     
                                                                      
 A                                                                                B 
 
                                                   
 
 
 
 
Figura 25. Esempio di immunofluorescenza con anticorpo anti-GPR40 in fluoresceina 
(A)con relativa immagine in DAPI (B), su cellule staminali isolate da soggetti sani.  
 
Per quanto riguarda il glucosio, siamo andati a valutare la presenza del 
trasportatore del glucosio GLUT2 sulle nostre cellule CD34+. Quello che abbiamo 
osservato è che questo recettore sembra essere presente sulle staminali (Figura 
26), ma l’esposizione a iperglicemia non sembra modularne l’espressione genica, 
sia in ND che T1DM o T2DM. Anche in questo caso abbiamo valutato la presenza 
del GLUT2 attraverso metodica immunofluorescente utilizzando un anticorpo 
specifico anti-GLUT2 (A) con relativa immagine DAPI (B). 
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A                                                                                B                                                                     
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Esempio di immunofluorescenza con anticorpo anti-GLUT2 in fluoresceina (A) 
con relativa immagine in DAPI (B), su cellule staminali isolate da soggetti sani.  
 
 
4.4 Valutazione dell’espressione genica per PPAR-gamma2  
Il recettore nucleare PPAR-gamma2 (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor gamma 2) appartiene alla famiglia dei recettori nucleari per gli ormoni 
che regolano l’espressione di molti geni coinvolti nel metabolismo dei lipidi e 
degli zuccheri e il suo ligando fisiologico è rappresentato dagli FFA. Come 
riportato in Tabella 11, Grafico 6, il messaggero per questo recettore viene 
espresso dalle cellule staminali CD34+ e la presenza nel terreno di coltura per 10 
giorni di un’elevata concentrazione di FFA induce una significativa riduzione 
dell’espressione genica nelle cellule isolate da soggetti T1DM (*=p<0.05 vs T1DM 
no FFA, test-t di Student).  
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Tabella  11, Grafico 6. Espressione genica per il recettore nucleare PPAR-gamma2 in 
soggetti ND, T1DM e T2DM dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura StemLine II in 
presenza o meno di FFA 0.5 mmol/. La presenza degli acidi grassi induce una significativa 
riduzione del messaggero nei soggetti con diabete mellito tipo 1, rispetto al proprio 
controllo (*=p<0.05 vs T1DM no FFA, test-t di Student). 
 
 
5.4 Valutazione della lunghezza telomerica e dell’espressione della 
subunità catalitica della telomerasi, hTERT 
1.5.4 Valutazione della lunghezza telomerica  
Su cellule CD34+ isolate da soggetti ND, T1DM e T2DM esposti o meno per 
10 giorni a FFA 0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l, è stata valutata la lunghezza 
dei telomeri ed espressa come paia di basi (bp). Come atteso e come osservato 
nel nostro laboratorio su altri modelli cellulari, nei pazienti con diabete mellito 
tipo 2 i telomeri erano significativamente ridotti rispetto ai controlli (*=p<0.05 vs 
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Espressione genica PPARgamma2 (2^-∆Ct) 
 10gg 10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 6.30E-2±2.29E-2 7.77E-2±2.55E-2 
T1DM 1.21E-1±3.00E-2 1.82E-2±6.27E-3* 
T2DM 4.82E-2±2.00E-2 1.06E-1±3.40E-2 
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ND test di Bonferroni), mentre non si sono osservate differenze significative nelle 
cellule isolate da pazienti T1DM  (Tabella 12, Grafico 7). Tuttavia, come riportato 
in Tabella 12, Grafico 7, le staminali isolate da  pazienti con diabete mellito tipo 1 
e tipo 2, mostravano un significativo accorciamento delle estremità telomeriche 
dopo esposizione per 10 giorni sia a Glucosio (4.36E+5 ± 8.05E+4  bp e 1.04E+4 ± 
4.14E+3 bp, rispettivamente) che in quelle esposte a FFA (1.11E+5 ± 4.49E+4 bp e 
8.5E+2 ± 9.22E+1 bp, rispettivamente), rispetto ai controlli (Glucosio  22.2 mmol/l:  
1.31E+7 ± 5.64E+6 bp; FFA 0.5 mmol/l:  8.16E+6 ± 2.18E+6 bp) (tutto p<0.05 vs ND, 
test di Bonferroni). 
 
 
Lunghezza telomerica (bp) 
 10gg 10gg + Glucosio 22.2 
mmol/l 
10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 2.6E+6 ± 9.37E+5 1.31E+7 ± 5.64E+6 8.16E+6 ± 2.18E+6* 
T1DM 8.18E+5 ± 8.51E+4 4.36E+5 ± 8.05E+4* 1.11E+5 ± 4.49E+4*#° 
T2DM 7.33E+4 ± 8.37E+3# 1.04E+4 ± 4.14E+3*# 8.5E+2 ± 9.22E+1*# 
 
Tabella 12, Grafico 7. Lunghezza telomerica in cellule CD34+ isolate da soggetti ND, 
T1DM e T2DM dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura StemLine II in presenza o 
meno di FFA 0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l. La lunghezza telomerica è risultata 
significativamente più corta nei soggetti T2DM, rispetto a ND (#=p<0.05 vs ND). Inoltre, 
la presenza di iperglicemia e ipernefemia riduce significativamente i telomeri in cellule 
isolate da pazienti diabetici tipo 1 e 2 (*=p<0.05 vs 10gg senza FFA o Glucosio, test di 
Bonferroni, °p=<0.05 vs 10gg + Glucosio 22.2 mmol/l).  
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2.5.4 Espressione genica della subunità telomerasica hTERT 
Parallelamente all’accorciamento delle estremità telomeriche, come 
atteso,  abbiamo osservato un aumento significativo dell’espressione genica della 
subunità regolatoria della telomerasi hTERT nei pazienti T1DM, rispetto ai ND 
(#=p<0.05 vs ND, test di Bonferroni). Come riportato in Tabella 13, Grafico 8, 
dopo esposizione per 10 giorni a iperglicemia e FFA, l’espressione genica di 
hTERT è risultata significativamente ridotta nei T1DM (*=p<0.05 vs T1DM senza 
trattamento. Test di Bonferroni), mentre nelle cellule T2DM la subunità 
regolatoria si riduceva solo dopo esposizione a FFA (*=p<0.05 vs T2DM senza 
FFA. Test di Bonferroni).   
 
 
Espressione genica per hTERT (2^-∆Ct) 
 10gg 10gg + Glucosio 22.2 
mmol/l 
10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 2.24 ± 0.59 640 ± 50.4* 0.7 ± 0.05 ° 
T1DM 2120 ± 134 # 1114 ± 184*# 920 ± 66.5# 
T2DM 202 ± 9.82 455 ± 21.8* 2.14 ± 0.17*° 
 
Tabella  13, Grafico 8. Espressione genica per hTERT in cellule CD34+ isolate da soggetti 
ND, T1DM e T2DM dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura StemLine II in 
presenza o meno di FFA 0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l (*=p<0.05 vs 10gg senza FFA 
o Glucosio, test di Bonferroni , #=p<0.05 vs ND, test di Bonferroni,  °=p<0.05 vs 10gg + 
Glucosio 22.2mmol/l, test di Bonferroni). 
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6.4 Valutazione dello stress ossidativo 
Lo stress ossidativo è stato individuato come una delle cause principali 
nello sviluppo del diabete mellito. Inoltre, sembra essere strettamente correlato 
con l’accorciamento della lunghezza dei telomeri. Le cellule staminali CD34+, 
isolate da T1DM e T2DM,  hanno evidenziato un incremento significativo dello 
stress ossidativo dopo 10 giorni di esposizione a FFA, come indicato da un 
aumento della concentrazione di nitrotirosina nel terreno di coltura (Tabella 14, 
Grafico 9) (*=p<0.05 vs rispettivi controlli, test-t di Student). Alle nostre 
condizioni sperimentali, non abbiamo osservato variazioni nelle cellule esposte a 
iperglicemia.  
 
Nitrotirosina (O.D., Unità Arbitrarie) 
 10gg 10gg + Glucosio 22.2 
mmol/l 
10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 8.51E-2 ± 1.2E-2 9.68E-2 ± 7.85E-3 1.09E-1 ± 5.63E-3 
T1DM 4.15E-2 ± 4.61E-3 6.79E-2 ± 3.60E-3 8.88E-2 ± 1.06E-2* 
T2DM 4.77E-2 ± 5.64E-3 5.93E-2 ± 7.20E-3 7.53E-2 ± 1.07E-2* 
 
Tabella  14, Grafico 9. Concentrazione della nitrotirosina  nel terreno di coltura StemLine 
II dopo 10gg di espansione delle cellule CD34+ in ND, T1DM in presenza o meno di FFA 
0.5 mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l (*p<0.05 vs rispettivi controlli, test-t di Student). 
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7.4 Valutazione del tasso di apoptosi e necrosi 
Come riportato in Tabella 15A, Grafico 10A,  l’esposizione per 10 gg  delle 
cellule staminali CD34+ in presenza di un’elevata concentrazione di acidi grassi e 
glucosio sembra modulare prevalentemente il processo di apoptosi. In 
particolare, sia nelle cellule di T1DM che di T2DM, il tasso di apoptosi è risultato 
significativamente maggiore rispetto ai ND, sia dopo coltura in presenza di FFA 
0.5 mmol/l che Glucosio 22.2 mmol/l (*=p<0.05 vs 0 gg senza FFA o iperglicemia; 
#=p<0.05 vs ND. Test di Bonferroni).  Alle nostre condizioni sperimentali, sia 
l’iperglicemia che l’ipernefemia non inducono variazioni significative nel tasso di 
necrosi (Tabella 15B, Grafico 10B).  
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A                                      Apoptosi (Annessina, O.D., Unità Arbitrarie) 
 10gg 10gg + Glucosio 22.2 mmol/l 10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 0.995 ± 0.118 0.925 ± 0.139 0.827 ± 0.074 
T1DM 11.927 ± 0.322# 16.310 ± 0.064*# 21.42 ± 0.250*# 
T2DM 16.191 ± 0.151# 15.616 ± 1.114*# 17.31 ± 0.146*# 
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Tabelle 15 A e B , Grafico 9 A e B. Valutazione del tasso di apoptosi (tabella A, Grafico A) 
e necrosi (tabella B, Grafico B)  in cellule CD34+ isolate da soggetti ND, T1DM e T2DM 
dopo 10gg di espansione nel terreno di coltura StemLine II in presenza o meno di FFA 0.5 
mmol/l o Glucosio 22.2 mmol/l. Il tasso di apoptosi è significativamente maggiore 
rispetto ai ND, sia dopo coltura in presenza di FFA 0.5 mmol/l che Glucosio 22.2 mmol/l 
(*=p<0.05 vs 10 gg senza FFA o iperglicemia; #=p<0.05 vs ND. Test di Bonferroni). 
L’iperglicemia e l’ipernefemia, invece, non inducono variazioni significative nel tasso di 
necrosi.  
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B                                           Necrosi (Propidio, O.D., Unità Arbitrarie) 
 10gg 10gg + Glucosio 22.2 
mmol/l 
10gg + FFA 0.5 mmol/l 
ND 0.192 ± 0.025 0.169 ± 0.022 0.127 ± 0.013 
T1DM 0.35 ± 0.005 0.25 ± 0.004 0.30 ± 0.008 
T2DM 0.047 ± 0.006 0.098 ± 0.025 0.081 ± 0.05 
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CAPITOLO 5 
Conclusioni 
 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare il ruolo della lipotossicità e 
della glucotossicità, perturbazioni metaboliche tipiche del diabete mellito tipo 1 
e 2, nell’attività proliferativa e nella vitalità di cellule staminali CD34+. Come 
accennato precedentemente, l’ipotesi che stava alla base di questo studio era 
che alterazioni funzionali del pool di cellule staminali residenti negli organi e di 
quello circolante nel sangue, potessero essere fattori determinanti 
nell’insorgenza e sviluppo del diabete e delle sue complicanze. In particolare, in 
questo progetto, è stato studiato l’effetto della patologia diabetica e di 
perturbazioni metaboliche che potevano avere un ruolo negativo sulla 
replicazione di cellule multipotenti in grado, potenzialmente, di mantenere in 
vivo il numero di beta cellule pancreatiche che viene inesorabilmente ridotto nel 
diabete.  
In questi ultimi anni, numerose ricerche hanno identificato una quantità di 
varianti genetiche che potrebbero predisporre all’insorgenza del diabete e alla 
ridotta funzionalità delle beta-cellule pancreatiche, ma questa predisposizione 
potrebbe essere aggravata dagli effetti tossici dell’iperglicemia (glucotossicità) e 
dell’ipernefemia (lipotossicità).  
Un aumento cronico di glucosio plasmatico danneggia sia l'azione che la 
secrezione di insulina e questi effetti sono stati dimostrati su modelli animali 
parzialmente pancreasectomizzati, dove solo con la somministrazione di un 
farmaco antiglicemico la secrezione e l’azione ormonale sono ritornati a valori 
normali46. Il deleterio effetto della glucotossicità sembra essere mediato da un 
aumento dello stress ossidativo dovuto a una maggiore produzione di specie 
reattive dell'ossigeno47. Inoltre, isole pancreatiche dopo esposizione cronica a 
iperglicemia hanno mostrato un aumento del tasso di apoptosi, frammentazione 
del DNA citoplasmatico e incremento dell’espressione genica della caspasi 3 
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(proteasi pro-apoptotica)48. Inoltre, i livelli plasmatici di nitrotirosina e 8-idrossi-
2'-deossiguanosina, due marker dello stress ossidativo, nei pazienti diabetici tipo 
2 sono significativamente maggiori rispetto ai soggetti sani 49 , risultando 
inversamente correlati alla secrezione insulinica indotta dal glucosio. Infine, la 
glucotossicità può indurre stress a livello del reticolo endoplasmatico in cellule 
beta-pancreatiche sensibili, anche se sembra che questo avvenga solo nei 
soggetti diabetici e non in quelli di controllo.  
E’ stato ampiamente dimostrato come un’esposizione cronica delle cellule 
beta-pancreatiche a FFA susciti molteplici meccanismi di tossicità, tra cui 
accumulo di malonil-CoA, una maggiore ossidazione e esterificazione degli acidi 
grassi, aumento della sintesi di ceramide, incermenteo del tasso di apoptosi e 
aumento dello stress ossidativo a livello del reticolo endoplasmatico50.  In 
particolare, un’esposizione prolungata a acidi grassi causa una frammentazione 
del DNA, un’attività maggiore della caspasi 3 e un aumento dell’espressione di 
geni pro-apoptotici, simile a quella osservata con l’iperglicemia. In particolare, 
sembra che l’effetto apoptotico degli FFA sia mediato da una diminuzione del 
messaggero per il gene anti-apoptotico BCl-2, senza variazioni significative per 
BAX51.  
Attualmente non sono presenti in letteratura studi riguardanti gli effetti 
degli FFA o dell’iperglicemia sull’espansione e vitalità delle cellule staminali. 
Come è noto, il potenziale delle terapie con cellule staminali per il trattamento 
del diabete rappresenta una delle principali linee di ricerca attuali in questo 
settore. Tuttavia, alcuni autori hanno osservato sia nei pazienti affetti da diabete 
mellito di tipo 1 che di tipo 2 una riduzione di circa il 40-50% nel numero delle 
Cellule Progenitrici Endoteliali (EPCs) circolanti 52 , 53 . Alle nostre condizioni 
sperimentali, il pool di cellule staminali adulte isolabili da sangue periferico è del 
tutto simile nei pazienti diabetici rispetto a quelli sani: questo rappresenta un 
dato importante poiché dimostrerebbe che, in qualsiasi condizione patologica, si 
potrebbe essere in grado di avere a disposizione un numero sufficiente di cellule 
CD34+ da cui indurre la differenziazione e ipotizzare, magari, un autotrapianto di 
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beta-cellule. Allo stesso tempo siamo riusciti a replicare in vivo il pool iniziale e, 
anche in questo caso, l’andamento era simile sia per soggetti sani che diabetici. Il 
fatto che le staminali di donatori sani e diabetici si espandano alla stessa velocità 
e con lo stesso numero di cicli di replicazione, potrebbe significare che, 
un’eventuale differenza osservata in vivo, potrebbe essere dovuta al loro 
ambiente naturale in presenza di perturbazioni metaboliche associate, nel nostro 
caso, alla patologia del diabete. Per questo motivo, la seconda fase dello studio 
ha riguardato l’esposizione in cronico di cellule CD34+ sia a elevata 
concentrazione di acidi grassi liberi sia a iperglicemia. Il dato interessante è che, 
solo nei soggetti T2DM, la presenza di ipernefemia e iperglicemia induce a una 
riduzione del numero di cellule espanse, a indicare una  maggiore suscettibilità 
rispetto sia ai soggetti sani che T1DM. Questo risultato potrebbe vedere gli FFA 
non come causa diretta ma come un  cofattore che in grado di attivare una 
specifica via intracellulare. Tuttavia, l’effetto deleterio di FFA e glucosio lo 
abbiamo osservato sulla riduzione della vitalità cellulare: anche in questo caso, 
molto probabilmente, il dato potrebbe indicare l’attivazione, o l’inibizione, di più 
vie cellulari legate alla presenza in concentrazioni eccessive di glucosio o acidi 
grassi.  
Per questo motivo, abbiamo voluto indagare attraverso quali vie potessero 
agire FFA e glucosio e i dati presentati in questa tesi hanno dimostrato, per la 
prima volta, che cellule staminali CD34+ esprimono un recettore di membrana 
specifico per gli FFA: il GPR40. Questa proteina transmembranale è stata 
studiata, nel nostro laboratorio, in isole pancreatiche umane e la sua espressione 
sembra essere direttamente correlata sia alla funzionalità che la vitalità della 
beta cellula. Infatti, nelle isole pancreatiche di pazienti diabetici tipo 2, il 
messaggero è marcatamente ridotto rispetto ai soggetti sani e inversamente 
correlabile alla secrezione insulinica e al tasso di apoptosi54. Nel nostro modello 
cellulare, la presenza degli acidi grassi induce un aumento significativo del 
messaggero per GPR40 solo nei soggetti con diabete mellito tipo 2, rispetto ai 
controlli. Questo potrebbe essere associato a una condizione di ipernefemia che, 
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in vivo, è frequentemente presente in questo tipo di pazienti, cosa che, 
generalmente, non si verifica per il tipo 1: in questo senso, molto probabilmente, 
incide anche una componente genetica fortemente presente nel diabete mellito 
insulino-indipendente.  
Parallelamente al dato del recettore di membrana abbiamo valutato la 
modulazione, da parte degli acidi grassi, di un recettore nucleare, il Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor gamma2 (PPAR-gamma 2), la cui espressione su 
cellule stromali e mesenchimali è stata già parzialmente dimostrata da altri  55,56   
(BIBLIO). Questo recettore è un membro della famiglia di fattori di trascrizione 
nucleare, un gruppo ampio e diversificato di proteine che mediano l’attivazione e 
l’inibizione di molti fattori di trascrizione. Il PPAR-gamma 2 svolge un ruolo 
importante nel controllo dello sviluppo degli adipociti e nel metabolismo degli 
acidi grassi e del glucosio57. Alterazioni a livello di queste vie intracellulari 
possono portare allo sviluppo di obesità, insulino-resistenza e diabete di tipo 2 58. 
L'attivazione di questo recettore, inoltre, è essenziale per i processi vitali e può 
modulare proliferazione, differenziamento e trasformazione neoplastica 59 . 
Questo recettore nucleare ha come ligando specifico gli FFA ed è presente nelle 
isole pancreatiche umane: l’esposizione in cronico ad elevate concentrazioni di 
acidi grassi liberi induce una riduzione significativa dell’espressione di questo 
recettore e, parallelamente, un diminuzione della sintesi di insulina e un 
aumento del tasso di apoptosi. Quello che abbiamo osservato noi è in linea con 
la letteratura ma, allo stesso tempo, sorprendente: l’esposizione delle staminali a 
ipernefemia induce una significativa riduzione dell’espressione genica solo nelle 
cellule isolate da soggetti T1DM. Questo risultato ci induce a pensare che le vie 
attraverso cui agiscono, o potrebbero agire, gli acidi grassi sono differenti fra i 
pazienti T1DM e T2DM.  
Per quanto riguarda l’iperglicemia, nelle CD34+ è presente il 
glucotrasportatore GLUT2, ma quello che abbiamo osservato è che questo non 
sembra essere modulato da un’esposizione cronica ad elevate concentrazioni di 
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glucosio. Molto probabilmente, visti gli effetti osservati sulle cellule, questa non 
è l’unica via con cui il glucosio passa la membrana cellulare.  
Da quanto visto in letteratura, all’alterazione del numero di cellule 
progenitrici circolanti, si associa l’accumulo di cellule senescenti che potrebbero 
giocare un ruolo importante sulle cellule staminali. La senescenza cellulare è 
regolata dai telomeri, specifiche strutture nucleo-proteiche alle estremità dei 
cromosomi eucariotici che svolgono almeno due funzioni essenziali: 
controbilanciano la replicazione incompleta del DNA terminale e proteggono le 
estremità cromosomiche da eventi di degradazione e fusione (capping), 
permettendo alla cellula di distinguere le porzioni terminali dei cromosomi da siti 
di rottura del DNA. Questi sono mantenuti a una lunghezza costante grazie alla 
telomerasi, una trascrittasi inversa specializzata che utilizza la sua componente 
ad RNA come stampo per allungare le eliche ricche in G. In questa tesi abbiamo 
osservato, per la prima volta su cellule CD34+, un significativo accorciamento 
telomerico nelle cellule isolate da pazienti T1DM e T2DM esposte, in cronico, a 
iperglicemia e ipernefemia. Parallelamente, anche la subunità catalitica 
dell’enzima telomerasi, che controlla la lunghezza dei telomeri, era 
marcatamente ridotta nelle staminali di pazienti diabetici esposte a perturbazioni 
metaboliche. Questo risultato, secondo noi, è molto interessante perché 
potrebbe giustificare la riduzione del pool di staminali che, molti autori, hanno 
dimostrato essere presente in vivo nei soggetti diabetici. Un accorciamento dei 
telomeri e un accumulo di cellule senescenti potrebbe esaurire i tessuti dei pool 
delle cellule staminali, o delle cellule progenitrici, e distruggere il loro 
microambiente, alterandone la proliferazione, la differenziazione e la 
mobilizzazione. Effetto, peraltro, parzialmente osservato in questo studio.  
Al fine di completare il quadro del possibile ruolo dell’iperglicemia e 
dell’ipernefemia sulle cellule staminali, abbiamo indagato gli effetti su stress 
ossidativo e vitalità cellulare. Negli ultimi anni è stato ampiamente dimostrato il 
ruolo dello stress ossidativo nella regolazione del differenziamento cellulare,  sia 
attraverso la produzione di specie chimiche derivanti sia dal danno per stress 
78 
 
ossidativo sia attraverso la regolazione di tioli critici di proteine quali recettori e 
fattori di crescita, condizioni particolarmente importanti per quanto riguarda le 
cellule staminali 60. Allo stesso tempo, negli ultimi anni è stato evidenziato il 
ruolo degli  FFA e dell’iperglicemia nello sviluppo dello stress ossidativo e 
nell’incremento del tasso di apoptosi nelle cellule staminali61 . Alle nostre 
condizioni sperimentali, solo gli acidi grassi sembrano modulare lo stress 
ossidativo nei soggetti diabetici, con un aumento significativo rispetto ai 
controlli. Questo risultato potrebbe essere spiegato con l’attivazione dei 
recettori nucleari PPAR-gamma 2 che, fra le altre cose, sembrano essere 
direttamente correlati con un aumento delle specie radicaliche dell’ossigeno. 
Infine, il tasso di apoptosi è stato trovato essere significativamente più 
elevato nelle cellule CD34+ di soggetti tipo 1 e tipo 2, rispetto a quelli sani. Anche 
se il dato, di per se, poteva essere parzialmente atteso, quello che sorprende è la 
suscettibilità di queste cellule alle perturbazioni metaboliche tipiche del diabete, 
con un incremento del tasso di apoptosi dopo esposizione cronica a iperglicemia 
e ipernefemia. Per quanto riguarda l’esposizione a acidi grassi, l’effetto 
sicuramente viene modulato attraverso l’attivazione dei recettori 
transmembranali, GPR40, e nucleari, PPAR-gamma 2: il dato ancora da chiarire 
riguarda il meccanismo attraverso il quale agisce il glucosio poiché, nel nostro 
modello cellulare, non abbiamo osservato variazioni dell’espressione  del 
glucotrasportatore GLUT2. Poiché in letteratura non ci sono dati certi riguardo 
all’isoforma del GLUT presente su cellule CD34+, saranno necessari ulteriori studi 
per indagare la via attraverso la quale l’iperglicemia esercita gli effetti negativi 
sulle cellule staminali.  
In conclusione, lo studio portato avanti in questa tesi dimostra, per la 
prima volta, come un cattivo controllo metabolico nei pazienti diabetici potrebbe 
alterare la replicazione e la funzionalità di cellule staminali CD34+. Come abbiamo 
accennato, alcuni ricercatori pensano sia possibile attivare le cellule staminali già 
presenti nel pancreas del paziente per dare origine a nuove cellule beta: quello 
che abbiamo dimostrato noi è che, molto probabilmente, la presenza di 
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perturbazioni metaboliche rallenta o inibisce questo potenziale processo di 
sostituzione delle cellule dell’isola pancreatica. In particolare, questo effetto 
sembra essere mediato dagli acidi grassi. I risultati ottenuti in questo studio, 
anche se necessitano di ulteriori approfondimenti, aprono nuovi potenziali 
scenari di studio per la cura del diabete mellito.  
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